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RESUMO

Pramio DT. Perfil mutacional de melanomas cutaneos e impacto no
padrao global de metilagao de DNA. Sdo Paulo; 2015. [Dissertagcao de

Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Introdugdo: O melanoma cutédneo é uma neoplasia rara que, no entanto,
apresenta altas taxas de mortalidade se o diagndstico for tardio. Diversas
mutacdes causais que conferem vantagem seletiva as células tumorais sao
descritas no melanoma cuténeo, assim como ocorrem diversas mutagdes no
padrdo epigenético, em especial afetando a metilagdo do DNA. Os
mecanismos epigenéticos atuam na regulagdo da expressdo dos genes de
eucariontes e com frequéncia encontram-se alterados no cancer. Atualmente
pouco € conhecido acerca dos padrbes globais de metilagdo do DNA em
melanomas cutaneos e de eventual associacdo com mutacdes especificas.
Objetivos: Estudo do padrdo global de metilagdo do DNA (metiloma) de um
grupo de melanomas cutaneos visando correlacionar o perfil epigenémico
com (a) alteragbes genéticas em BRAF, NRAS, KIT e TERT (mutacbes de
ponto), CDKN2A, CDKN2B e CDK4 (dele¢bes/duplicagdes genbmicas) e (b)
parametros clinicos e patolégicos, na busca de possiveis assinaturas
epigenéticas para as variaveis analisadas. Material e métodos: O grupo de
tumores foi composto por vinte melanomas primarios e sete tecidos
metastaticos pareados. O screening de mutagdes causais no melanoma
cutaneo foi feito por sequenciamento Sanger de hotspots conhecidos dos
genes BRAF, NRAS, KIT e TERT; multiplex-ligation probe amplification
(MLPA) para alteragdes de numero de copias dos genes CDKN2A, CDKN2B
e CDK4; pirosequenciamento para analise de metilacdo de promotor de
CDKNZ2A e LINE-1. O estudo de metiloma foi realizado com a plataforma
HM450K lllumina, utilizando a analise de metilacdo diferencial proposta na
pipeline ChAMP e andlise de metilacdo de ilha CpG em promotor
desenvolvida in house. Resultados: O estudo de alteragdes causais revelou

frequéncias de mutagdo similares a literatura: CDKN2A (60%), TERT-



promotor (60%), BRAF (35%), NRAS (20%) e KIT (5%). Os tecidos
metastaticos apresentaram um perfil mutacional semelhante aos melanomas
primarios pareados. Na investigacdo do elemento repetitivo LINE-1, cinco
tumores primarios apresentaram mediana dos niveis de metilacdo < 50%
(hipometilagéo), correspondendo a melanomas portadores de alteragdes em
CDKNZ2A, quatro deles com estadiamento pT4. A analise de padrdo de
metilacdo de DNA do grupo de melanomas primarios em comparagao as
culturas de melanécitos normais (controle) revelou um grande numero de
eventos de hipermetilacdo, especialmente de sitios CpG em regides
intergénicas e no corpo dos genes. Com relagao as regides diferencialmente
metiladas (DMRs), 50% das DMRs hipometiladas em tumores primarios
apresentaram elementos de transposigédo ou RNAs longos nao-codificadores
(IncRNAs) associados. A comparagdao entre tumores primarios com
diferentes caracteristicas clinico-patolégicas e perfis mutacionais distintos
revelou padrdes globais de metilagdo do DNA que variaram de acordo com a
caracteristica analisada: tumores portadores de mutacdo em NRAS, ou do
subtipo histoldgico acral, ou com infiltrado inflamatdrio, exibiram um grande
numero de promotores hipermetilados; tumores mutados em BRAF ou TERT
e pacientes que desenvolveram metastase linfonodal apresentaram grande
numero de promotores hipometilados; tumores com mutagcdées em CDKNZ2A,
ou com estadiamento pT4, ou com ulceragdo apresentaram eventos
equivalentes de hipo e hipermetilagdo em promotores génicos. Seis genes
com padrdo de metilacdo diferencial em um dos contextos foram
selecionados a partir das analises acima descritas para mensurar 0s niveis
de expressdo génica. Todos os seis genes avaliados apresentaram
correlagcdo negativa entre o nivel de metilagcdo na regido promotora e a
expressao relativa, conforme esperado em um modelo no qual o aumento da
metilacdo de promotor atuaria reprimindo a transcri¢do e vice-versa. Destes
seis genes, trés exibiram significancia estatistica no resultado de correlagéo
negativa: HIST1H1D, PAX8-AS1 e SSPN. Dois dos genes avaliados
apresentaram diferenga de expressao com significancia estistica entre os

grupos comparados: HIST1H1D, mais expresso em tumores mutados em



BRAF, e PAX8-AS1, mais expresso em pacientes que ndo desenvolveram
metastase linfonodal. Em uma analise final, obtivemos uma assinatura
epigenética constituida por 516 DMRs, correspondente a 516 genes,
especifica para o grupo de melanomas primarios, independentemente do
perfil de mutagbes genéticas detectadas nos tumores. Conclusodes: O perfil
global de metilagdo do DNA em melanomas cutaneos esta correlacionado
com diferentes caracteristicas clinicas, patoldgicas e mutacionais, com
niveis de confianga variaveis. Validamos para seis genes testados um
padrao de correlagdo negativa entre a quantidade de metilagdo na regiao
promotora e o nivel de expressdo génica, dados que indicam que, nestes
casos, a metilacdo exerceriaum papel de controle da regulagdo da
expressao génica. Nesta analise integrando metilagdo do DNA e expresséo
génica, destacamos dois genes, HIST1H1D (super-expresso em tumores
mutados em BRAF) e PAX8-AS1 (regulado negativamente em pacientes
com metastase linfonodal), que merecem investigacdes posteriores. Nosso
estudo também revelou que a hipometilagdo do elemento repetitivo LINE-1
pode ser um marcador para melanomas cutdneos que apresentam
alteragdes em CDKNZ2A elou com estagios mais avangados da doenca.
Entretanto, o achado mais consistente nos melanomas primarios foi a
deteccdo de um conjunto comum de genes que exibem alteragcdo nos niveis
de metilagdo na regidao promotora, diferenciando-os do padrdo de seus
precursores celulares normais, os melandcitos. Alteragdes epigenéticas
neste conjunto de genes podem revelar vias importantes para a

melanomagénese.



SUMMARY

Pramio DT. [Mutational profile of cutaneous melanomas and impact in
the overall DNA methylation pattern]. Sdo Paulo, 2015. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundagéo Anténio Prudente].

Introduction: Cutaneous melanoma (CM) is a rare neoplasia, however
presents a very high mortality rate when the disease is diagnosed later.
Several driver mutations are known to confer selective advantages for the
tumor cells in CM. Additionally, epigenetic alterations, especially those
affecting DNA methylation, have been reported. DNA methylation is a
epigenetic mechanism which is responsible for controlling the expression
levels of a great number of human genes, and it is frequently altered in
cancer cells. Nowadays, the overall DNA methylation pattern of CMs is
poorly understood as well as its possible association with specific driver
mutations. Objectives: Study the overall DNA methylation pattern
(methylome) of a cutaneous melanoma group, aiming to correlate the
epigenomic profile with (a) genetic alterations in BRAF, NRAS, KIT and
TERT (point mutations); CDKN2A, CDKN2B and CDK4 (genomic
deletions/duplications) and (b) clinical and pathological parameters, in the
search for epigenetic signatures for each of the analysed variables. Material
and methods: The group of CMs was composed by twenty primary tissues
and seven paired metastatic tissues. The screening of driver mutations was
performed through sanger sequencing of known hotspos of the BRAF,
NRAS, KIT and TERT genes; copy number alterations of COKN2A, CDKN2B
and CDK4 were investigated by multiplex-ligation probe amplification
(MLPA); pyrosequencing was done for the study of methylation of the
CDKNZ2A promoter and LINE-1. The methylome data was obtained through
HM450K Illumina platform (methylation microarrays), and analysis was
performed using two different approaches: differential methylation analysis

as proposed by the ChAMP pipeline and with an in house pipeline for



differential methylation analsys of genic promoters. Results: The study of
driver alterations of the primary CMs revealed a frequency of driver
alterations similar to literature: CDKN2A (60%), TERT promoter (60%),
BRAF (35%), NRAS (20%), KIT (5%).The seven cases of paired metastatic
tissues exhibited mutational profile almost identical to the matched primary
tumors. The investigation of the LINE-1 repetitive element revealed five
tumors presenting median values of methylation < 50% (considered
hipomethylation), all of them CMs harboring CDKNZ2A alterations, four with
pT4 staging. The analysis of the global DNA methylation pattern comparing
primary tumors and normal melanocytes cultures (controls) revealed a great
number of hipermethylation events in the tumors, particulally in CpG sites
located in intergenic regions and gene bodies. We annotated the
hipomethylated differentially methylated regions (DMRs) in this comparison,
and found that 50% of them presented co-localization in the genome to
transposition elements or INcRNAs. The comparison between primary tumors
with distinct clinical, pathological and mutational profiles revealed different
global DNA methylation patterns in association with some of the analysed
characteristics. Prevalence of promoter hipermethlation events were
detected in NRAS mutated tumors, acral subtype melanomas, and tumors
with inflamatory infiltrate; tumors harboring BRAF and/or TERT mutations,
and patients that developed lymph node metastasis displayed a great
number of promoter hipomethylation; CDKN2A mutated tumors, pT4 staging
tumors, or ulcerated tumors displayed an equal number of hipo and
hipermethylation events in gene promoters. We selected six genes with a
differential methylation pattern in one of the contexts investigated for
measuring their RNA expression levels. All investigated genes presented a
negative correlation between promoter methylation level and relative
expression, as one would expect in aregulation model in which the gain of
promoter methylation can result in transcriptional repression, or vice-versa.
However, only three genes exhibited negative correlation with statistical
significance: HIST1H1D, PAX8-AS1 and SSPN. Among these three genes,

two of them presented statistically significant differences in t\heir expression



level between the compared groups: HIST1H1D was found to be over-
expressed in tumors with BRAF mutations; and PAX8-AS71 was down-
regulated in patients that did developed lymph node metastasis. We also
obtained an epigenomic signature composed by 516 DMRs, representative
of 516 genes, that was specific for the group of primary CMs, regardless of
their mutational background. Conclusions: The overall DNA methylation
pattern of CMs can be related to clinical, pathological and mutational
features, with varying levels of confidence. We validated a negative
correlation pattern between promoter methylation and transcriptional activity
for six genes, indicating that, in theses cases, methylation exerts a regulatory
role in the gene expression. In this analysis integrating methylation and genic
expression, two genes, namely HISTT1H1D (over-expredssed in tumors with
BRAF mutations) and PAX8-AS1 (down-regulated inpatients with lymph node
metastasis), were highlighted, deserving further investigation. Our study also
revealed that hypomethylation of the LINE-1 sequence could be marker for
CMs harboring CDKNZ2A alterations and/oradvanced stages.However, the
most consistent finding was the detection of a panel of genes that exhibited
altered methylation level at promoter regionsin primary CMs when compared
to normal melanocytes. Epigenetic alterations in these genes may reveal

important pathways linked to melanomagenesis.
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1 INTRODUGAO

11 MELANOMA CUTANEO - EPIDEMIOLOGIA E ASPECTOS

CLINICOS

Tumores que se originam na pele s&o os mais frequentes no homem,
sendo que os carcinomas de pele ndo-melanoma (carcinoma de células
basais e carcinoma de células escamosas) constituem a maior porcentagem
destes, e apresentam progndstico favoravel. Os melanomas cutaneos
representam apenas 4% dos tumores de pele e, no entanto, sao
responsaveis por 75% de todas as mortes causadas por cancer de pele,
evidenciando desta forma um comportamento agressivo (BEDDINGFIELD
2003).

O melanoma é um tumor maligno originario de melandcitos, células
presentes principalmente na camada basal da epiderme e responsaveis pela
producao do pigmento foto-protetor melanina. Estudos apontam que as
células precursoras de melandcitos maduros, as células-tronco
melanociticas presentes na derme, também podem sofrer transformacéao
maligna e originar melanomas (GRICHNIK et al. 2006; KYRGIDIS et al.
2010; HOERTER et al. 2012a e b). Durante a embriogénese, os precursores
melanociticos sdo formados na crista neural, e a partir desta regiao migram
para diversos locais, como a pele, olhos, leptomeninges e membranas

mucosas (vulva, anus e porc¢ao superior do eséfago). Melanomas podem se



originar nos sitios anatdmicos acima citados, mas o melanoma cutaneo € a
forma mais frequentemente detectada (KAWAKAMI e FISHER 2011;

Melanoma Molecular Map Project-MMMP 2013a).

1.1.1 Epidemiologia do melanoma cutaneo

Para o ano de 2014, s&o estimados 1.665.540 casos novos de cancer
nos Estados Unidos, com 585.720 mortes. Deste total, aproximadamente
76.100 casos e 9.710 mortes serdo decorrentes de melanoma cutaneo
(SIEGEL et al. 2014). No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do
Cancer (INCA), no ano de 2014 serao diagnosticados 302.350 novos casos
de cancer em homens, dos quais 2.960 serdo melanomas; nas mulheres
serao 274.320 novos casos, destes, 2.930 melanomas cutaneos (Ministério
da Saude 2014).

As taxas de incidéncia e mortalidade globais cresceram
continuamente nas ultimas décadas para o melanoma cutaneo, embora a
taxade mortalidade em um ritmo menor. Os fatores que podem contribuir
para tal discrepancia sédo diversos, como diagnosticos mais precoces,
aumento de politicas preventivas, e alteracdes nos critérios de classificacio
dos tumores de pele (BEDDINGFIELD 2003).

O melanoma cutaneo apresenta uma distribuicdo diferenciada de
acordo com algumas caracteristicas biolégicas dos individuos de uma
mesma populagado. Individuos com mais de 55 anos sdo mais suscetiveis a
doenca, especialmente aos melanomas nodulares, enquanto que em

individuos mais jovens este cancer é raro, e se apresenta em geral na forma



de melanomas extensivos superficiais (BATAILLE e VRIES 2008). De
maneira geral, o melanoma cutdneo acomete ambos 0s sexos nha mesma
propor¢gdo, mas com distribuicdo heterogénea considerando os sitios
anatbmicos: enquanto em mulheres os membros (especialmente pernas)
sao o sitio principal de ocorréncia, homens desenvolvem melanomas com
mais frequéncia no tronco. Esta diferenga entre os géneros provavelmente
reflete caracteristicas genéticas, visto que nevos pigmentares, por exemplo,
também sao distribuidos diferencialmente entre meninos e meninas durante
a infancia (HARRISON et al. 2000; BATAILLE e VRIES 2008).

O melanoma cutaneo também apresenta incidéncia variavel de
acordo com a etnia: caucasianos tém de 10 a 20 vezes mais chances de
desenvolver este cancer quando comparados com hispanicos e negros.
Além disso, individuos nao-brancos desenvolvem com maior frequéncia
melanomas nas palmas das maos e solas dos pés, principalmente os
subtipos nodulares e lentiginosos, raramente apresentando melanomas em
outras regides do corpo (CRESS e HOLLY 1997; BATAILLE e VRIES 2008).
Tais diferencas na incidéncia do melanoma e seus diferentes subtipos de
acordo com a caracteristicas étnicas também refletem componentes
genéticos distintos, como por exemplo maior ou menor quantidade de

melanina (conhecida proteina fotoprotetora) na pele.

1.1.2 Fatores de risco
Os fatores de risco para o desenvolvimento de melanomas cutaneos

podem ser subdivididos de acordo com a etiologia genética ou ambiental,



mas atuam de maneira integrada em todas as circunstancias. A exposi¢cao a
raios solares € um dos fatores de risco mais relevantes, embora a
compreensao de seus efeitos no organismo ainda seja alvo de pesquisa
(BATAILLE e VRIES 2008). As radiagdes dos raios solares causam danos
diretos ao DNA, com a formacao de dimeros de pirimidina, em sua maioria
corrigidos pelo sistema de reparo do DNA; e também danos indiretos,
decorrentes de espécies reativas de oxigénio (DAVIES et al. 2002;
VOLKOVOVA et al. 2012).

O padrao de exposigao a luz solar exibe relagdo com o surgimento do
melanoma. Episddios de exposi¢ao intensa a raios solares, principalmente
na infancia, estao relacionados com o desenvolvimento posterior da doencga,
enquanto que a exposicdo ocupacional a luz UV esta associada com um
efeito protetor (GANDINI et al. 2005; BATAILLE e VRIES 2008).

Assim como em todos os canceres, a idade avangada é um fator de
risco preponderante, com a idade média de diagndstico de melanoma
variando entre 45-55 anos. No entanto, individuos com menos de 40 anos
também possuem risco de desenvolver este tipo de cancer (MMMP 2013Db).
A ocorréncia de mais de um afetado na familia também é um fator de risco
relevante, visto que 5-10% de todos os melanomas diagnosticados estdo em
um contexto de histérico familial da doenca (VOLKOVOVA et al. 2012),
indicando a existéncia de um componente genético de predisposig¢ao.

As caracteristicas fenotipicas mais associadas com melanomas
cutaneos sao pele clara, cabelos ruivos ou loiros e presenga de sardas e

nevos displasicos (VOLKOVOVA et al. 2012). Os nevos displasicos



desenvolvem-se a partir de nevos tipicos e apresentam algumas
caracteristicas semelhantes ao melanoma, como bordas e pigmentagao
irregulares. Individuos portadores destes nevos tém risco até 20 vezes maior
de desenvolver melanoma (SILVA et al. 2011). A sindrome do nevo atipico,
caracterizada pela presenca >100 nevos regulares, em associagao a um ou
mais nevos atipicos, também esta relacionada a um risco aumentado. No
entanto, apesar da relevancia como fator de risco, a maioria dos nevos
displasicos nao se desenvolve em melanoma, pois entram em senescéncia

durante o desenvolvimento do individuo (RIKER et al. 2010).

1.1.3 Diagnéstico e subtipos de melanoma

A maneira mais eficiente de aumentar a sobrevida de pacientes com
melanoma é por meio da deteccéo precoce da doenga. O melanoma em seu
estagio inicial é caracterizado por um conjunto de sinais conhecido como
diretrizes ABCD: (A) assimetrias na lesdo, visto que a taxa de
desenvolvimento nédo € uniforme; (B) bordas irregulares, devido ao
crescimento nao uniforme; (C) variagdo na cor, pois 0 crescimento
desordenado gera varios tons de marrom e manchas pretas; e (D) didmetro
da lesdo maior que 6 mm (Figura 1). No entanto, o diagnédstico definitivo s6

pode ser realizado pela bidpsia da lesao (RIGEL e CARUCCI 2000).



Fonte: Adaptada de (RIGEL e CARUCCI 2000).
Figura 1 - llustracdo das diretrizes ABCD para identificagdo de melanomas.

A: melanoma apresentando lesdao assimétrica. B: melanoma com bordas irregulares. C:

melanoma apresentando variagao de cores. D: melanoma com didmetro >6mm.

O trabalho publicado por CLARK et al. (1969) foi o primeiro a
categorizar os melanomas de acordo com caracteristicas histologicas e
padrées macroscopicos, como descricao das areas do corpo mais afetadas.
O surgimento de variantes clinicas mais raras nos anos seguintes resultou
em aumento da classificacdo, sendo os subtipos mais frequentes os
seguintes: melanoma extensivo superficial, melanoma nodular, melanoma

lentigo maligno, e melanoma acral lentiginoso.



O melanoma extensivo superficial esta associado com o
desenvolvimento de nevos displasicos e acomete comumente o tronco em
homens e membros inferiores em mulheres, em todas as faixas etarias. Este
subtipo de melanoma é o mais frequente, sendo caracterizado por uma fase
de crescimento radial (padrao de proliferagao celular horizontal), na qual os
melandcitos epitelidides se distribuem aleatoriamente em todos os niveis da
epiderme (CLARK et al. 1969).

O melanoma nodular ndo possui local preferencial para
desenvolvimento, apresenta aspecto polipdide, com o surgimento ocasional
de ulceracdes. E o segundo subtipo mais frequente, e diferentemente dos
demais, apresenta apenas a fase de crescimento vertical (proliferagao
celular verticalizada, em dire¢cdo as camadas inferiores da pele) (CLARK et
al. 1969).

O melanoma lentigo maligno ocorre preferencialmente em idosos, em
areas sujeitas a exposi¢cao solar continua, como a face e pescogo. Neste
subtipo, ocorre uma proliferacdo de melandcitos atipicos em direcido a
interface derme-epiderme, de maneira confluente. A massa invasiva é
composta por células fusiformes, além da producio de tecido fibroso pelas
células neoplasicas (reagao desmoplasica) (CLARK et al. 1969).

O melanoma acral lentiginoso € menos frequente, desenvolvendo-se
na palma das maos e na sola dos pés, com a fase de expansao radial
caracterizada pela proliferacédo aleatdria de melandcitos atipicos, e a fase de
crescimento vertical caracterizada pela presenca de células fusiformes

(CLARK et al. 1969).



1.1.4 Fatores progndsticos e estadiamento do melanoma cutaneo

Os sistemas de classificagdo sio clinicamente importantes, pois
permitem estratificar e agrupar pacientes de acordo com suas caracteristicas
clinicas e patoldgicas, as quais refletem os riscos aos quais cada paciente
estd submetido, facilitando desta forma o manejo clinico (BALCH et al.
2004).

O sistema de estadiamento patolégico TNM proposto pela American
Joint Committee on Cancer (AJCC) é amplamente difundido e possui grande
acuracia, sendo baseado na combinacgao de trés fatores: (T) profundidade do
tumor, medida no melanoma pela escala de Breslow (em mm), em
associagao ou nado a presenga de ulceragao; (N) avaliacdo de linfonodos
regionais, verificando a presenga e quantidade de nddulos metastaticos
(macrometastases e micrometastases) e metastases intra-linfaticas; (M)
presenca de metastases a distdncia, em combinacdo com a concentragao
sérica da enzima lactato desidrogenase. A combinagcdo destes fatores
resulta em 4 estadios patoldgicos principais da doenga (subdivididos em 10
grupos) (Quadro 1), os quais diferem significativamente nas taxas de
sobrevida. Pacientes com melanomas classificados como estadio |
apresentam altas taxas de sobrevida, enquanto tumores no estadio IV estao
relacionados com prognéstico desfavoravel (Figura 2) (BALCH et al. 2004,

2001).



Quadro 1 - Estadiamento patolégico para pacientes com melanoma
cuténeo, de acordo com o sistema TNM.

Estadiamento patoldgico
O Tis NO MO
1A T1la NO MO
B T1b NO MO
T2a NO MO
1A T2b NO MO
T3a NO MO
1B T3b NO MO
T4a NO MO
1HC T4b NO MO
A T1-4a Nila MO
T1-4a N2a MO
"B T1-4b N1la MO
T1-4b N2a MO
T1-4a N1lb MO
T1-4a N2b MO
Tl1-4a NZ2c MO
Hic T1-4b N1ib MO
T1-4b N2b MO
T1-4b N2c MO
Tx N3 MO
v Tx Nx M1

Legenda: T1-4 (1mm; 1-2mm; 2-4mm; >4mm) a-b(sem ulcerac¢ado; com ulceracéo); N1-3(1
nddulo em linfonodos regionais; 2-3 nédulos em linfonodos regionais; mais que 4 nédulos
em linfonodos regionais) a-b-c (micrometastase; macrometastase;metastase satélite em
transito); MO-M1 (sem metastase a distancia; com metastase a distancia) Tx: qualquer T;
Nx: qualquer N.

Fonte: Adaptado de EDGE et al. (2010)
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Fonte: Adaptado de BALCH et al. (2004).
Figura 2 - Curva de sobrevida de grupo de pacientes afetados por

melanoma cutaneo estratificados de acordo com o estadiamento patoldgico.

Para esta andlise, p<0,0001, n= numero de pacientes.

A espessura do tumor é um dos fatores prognodsticos mais relevantes
no melanoma cuténeo. Dois sistemas de mensuracdo sao utilizados: a
escala de Breslow e os niveis de Clark. A escala de Breslow foi desenvolvida
na década de 1970 e € baseada na maior distancia entre o apice da camada
granular epidermal e o ponto mais profundo de invasdo de células
cancerosas; quanto maior a distancia, maior a capacidade de metastatizagao
e, consequentemente, pior o prognodstico. Os niveis de Clark descrevem a
invasdo do melanoma de acordo com as quatro camadas da pele (BALCH et
al. 2001, 2004).

O comprometimento de linfonodos locais também é importante
marcador prognostico, com avaliagdo da quantidade de nddulos

metastaticos nos linfonodos, de micrometastases ou macrometastates, e de
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metastases entre o melanoma primario e o linfonodo sentinela. Observa-se
que um numero maior de nédulos metastaticos e a presenca de metastases
intra-linfaticas estao relacionados com pior prognéstico (BALCH et al. 2001,
2004).

A presenca de metastases, a quantidade de focos, e a distancia
destes em relacédo a lesdo primaria, também sao fatores progndésticos
importantes, sendo que quanto maior o numero e maior a distancia do foco
primario, mais desfavoravel o prognéstico. Os principais sitios de metastase
a distancia do melanoma sao os pulmoes, o sistema nervoso central, 0ssos,
figado e intestino. Metastases para os pulmbes sdo comuns, sendo em geral
o primeiro sinal de metastase visceral. Ja metastases para ossos e intestinos
normalmente ocorrem quando o cancer ja esta em estado avangado (BALCH
et al. 2001, 2004; DAMSKY et al. 2010).

A ulceracdo em melanomas é definida como a auséncia de uma
camada intacta de epiderme em qualquer local do melanoma, com a
presenca de uma camada fina de epiderme circundando esta lesdo. A
presenca de ulceragcdo esta relacionada com a espessura do tumor, e
quando analisada independentemente, esta também associada a pior
prognéstico (BALCH et al. 2004).

O melanoma cutaneo apresenta com frequéncia células do sistema
imune em sua composi¢ao (infiltrado inflamatério). No entanto, a populagéo
de linfécitos predominante e o tipo de resposta imune subsequente podem

variar de maneira consideravel entre os tumores, de forma que o papel
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prognostico da presenca de infiltrado inflamatério na lesdo ainda € discutivel

(OBLE et al. 2009).

1.2 GENETICA DO MELANOMA CUTANEO

Para compreender a etiologia genética do melanoma cutaneo, como
de qualquer outro tipo de cancer, € necessario discernir mutacdes causais
(driver mutations), que sao aquelas raras mutagdes em um tumor que
conferem vantagem proliferativa, de eventos mutacionais sem grande
impacto funcional (passenger mutations), que compdem a maioria das
alteragdes genéticas (VOGELSTEIN et al. 2013). Essa distingao é complexa
em geral, e ainda mais desafiadora no genoma de melanomas: devido a
exposicao da pele a radiagdo UV, o melanoma cutaneo exibe uma taxa
muito maior de mutacbes somaticas do que outros tipos de cancer
(DUTTON-REGESTER e HAYWARD 2012; HODIS et al. 2012).

Algumas das principais mutagdes no melanoma ocorrem em genes na
cascata de sinalizacdoda proteina do retinoblastoma RB1, que esta
relacionada com o controle do ciclo celular, especificamente com o ponto de
checagem entre as fases G1 e S: dentre os genes reportados com
alteracdes nesta via estdo CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A),
CDK4 (cyclin-dependent kinase 4), e RB1 (retinoblastoma 1), entre outros
(TSAO et al. 2012). Um dos genes dessa via de sinalizagdo, CDKNZ2A, é de
extrema relevancia em melanomas. Localizado no brago curto do

cromossomo 9 (9p21), este gene composto por quatro éxons codifica duas
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proteinas distintas: p16™*? e p14°~F. A p16™*? inibe a atividade da proteina
CDK4, que por sua vez & capaz de fosforilar a proteina RB. A proteina RB
fosforilada induz a atividade do fator de transcricdo E2F, responsavel por
transcrever genes da maquinaria de divisdo celular. Desta forma, a perda de

6™ *@induz a progressao do ciclo celular (KOH et al. 1995). A

atividade de p1
p14"%F por sua vez, promove a degradacdo da proteina HDM2, a qual é
responsavel por sinalizar a degradacado de p53 por ubiquitinagdo. Assim, a
perda da atividade de p14°7F resulta em diminuicdo dos niveis de p53,
responsavel pela parada do ciclo celular em resposta a eventos de quebra
de DNA de fita dupla (ZHANG et al. 1998).

Mutacbes germinativas no gene CDKNZ2A, assim como delecdes e
insergdes, sao causa de grande parte dos casos de melanoma familial
(TSAO et al. 2012). Mutagdes e principalmente delegbes deste gene também
sdo muito prevalentes (~40%) em melanomas esporadicos (CESINARO et
al. 2010; HODIS et al. 2012). Estudos funcionais em murinos demonstraram
que a auséncia do gene CDKNZ2A, juntamente com mutacdes ativadoras do
gene NRAS (neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog), resultam
no surgimento de tumores que mimetizam melanomas (VANBROCKLIN et
al. 2010).

Outra via bioldgica que acumula um grande numero de componentes
alterados no melanoma cutaneo é a cascata de sinalizacdo de proteina
quinases ativadas por mitdgenos (MAPK), responsavel pela regulagéo do

crescimento celular e sinais de sobrevivéncia (DUTTON-REGESTER e

HAYWARD 2012). Nesta via encontra-se o gene KIT (v-kit Hardy-Zuckerman
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4 feline sarcoma viral oncogene homolog), que codifica um receptor de
membrana com atividade tirosina-quinase e apresenta a citocina
denominada fator de célula-tronco como ligante (gene KITLG). O gene KIT
exibe amplificagdo ou mutagdo em melanoma de mucosa (39%), melanoma
acral (36%) e em melanomas de areas expostas cronicamente ao sol (28%)
(CURTIN et al. 2006). Trabalho recente de sequenciamento de exoma
confirmou que mutacbes e amplificagdes de KIT sao eventos drivers no
melanoma cutaneo, mas revelou uma frequéncia bem menor de alteracdes
(6%), ndo restrita aos subtipos acral e de mucosa (HODIS et al. 2012).
Tumores estromais gastrointestinais também apresentam mutagdées em KIT
e sao tratados com o medicamento imatinib, que provoca boa resposta
terapéutica nestes tumores. Em decorréncia disso, o medicamento imatinib
foi testado em pacientes com melanoma portadores de mutacdo em KIT
TSAO et al. (2012); pacientes com amplificacbes de KIT apresentaram
23,3% de resposta parcial, com estabilizagdo da doenca em 30,2% dos
pacientes, demonstrando assim um efeito moderado desta terapia no
melanoma cuténeo (GUO et al. 2011).

O gene BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase)
codifica a proteina com atividade de quinase B-Raf, a qual esta relacionada
com a transducao de sinais extracelulares, resultando na ativacdo da via
MAPK (DUTTON-REGESTER e HAYWARD 2012). Em aproximadamente
60% dos melanomas TSAO et al. (2012), o gene BRAF sofre substituicdo de
uma valina por um acido glutamico no cédon 600 (BRAFV600E). A mutagao

BRAFVG600E (hot spot no gene BRAF) ocorre preferencialmente em lesdes
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originadas por exposi¢cao intermitente ao sol, visto que melanomas de
exposicao cronica e areas sem exposicdo solar raramente apresentam a
mesma (BAUER et al. 2011). No entanto, a transicéo de timina para adenina
(na posigao 1799 da regido codificadora) que resulta na mudanga de codon
para acido glutdmico nado é caracteristica de uma assinatura mutacional
provocada pelo dano da radiacdo UVB. Provavelmente, esta mutacao no
gene BRAF é decorrente de dano causado pelas espécies reativas de
oxigénio, as quais sao originadas a partir da incidéncia de raios UVA, uma
vez que os melandcitos sao ineficientes no reparo ao DNA oxidado. (WANG
et al. 2010). Esta mutacdo também é encontrada em 80% dos nevos
displasicos, sugerindo que embora importante para a melanomagénese, nao
€ suficiente para a transformagdo maligna (SALDANHA et al. 2004),
havendo necessidade de mutagdes concomitantes em outros genes.
Alteragbes simultdneas nos gene BRAF e MITF (microphthalmia-
associated transcription factor) parecem induzir a formacéao de melanomas in
vitro e in vivo (GARRAWAY et al. 2005). Outros modelos em murinos
confirmaram o potencial tumorigénico da mutacdo BRAFV600E, onde a
presenca desta mutacido associada a perda de funcdo de PTEN
(phosphatase and tensin homolog) resultou no surgimento de melanoma
(DANKORT et al. 2009). Ja outro modelo detectou a formagédo de melanoma
em 60-70% de camundongos que super-expressavam apenas o mutante
BRAFV600E; a presenca concomitante de uma mutacdo em CDKNZ2A
resultou no aparecimento de melanomas multiplos, com diminuicdo do

tempo de laténcia para a formagao do tumor (DHOMEN et al. 2009).
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A descoberta desse hot spot na regiao codificadora de BRAF foi um
grande marco no tratamento do melanoma, devido ao seu potencial
terapéutico com a utilizacao de inibidores de proteina quinases. Dentre tais
inibidores, o medicamento Vemurafenib demonstrou resposta em mais de
50% dos pacientes em ensaios clinicos (CHAPMAN et al. 2011) e
atualmente é indicada para casos de melanoma com mutagcao em BRAF.

A familia de proteinas com atividade GTPase intrinseca RAS contém
trés genes e esta associada com a transdugdo de sinal de fatores de
crescimento (MALUMBRES e BARBACID 2003). Estas proteinas
manifestam atividade alterada nos tumores em geral devido a mutagdes que
alteram sua atividade de GTPase, levando a uma ativacado constitutiva das
vias MAPK, PI3K/AKT e Ral-GDS (MALUMBRES e BARBACID 2003).
Estima-se que mutagdes nos genes NRAS, KRAS (Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog) e HRAS (Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog)
estdo presentes em 20%, 2% e 1% de todos os melanomas,
respectivamente (MILAGRE et al. 2010). De todo o espectro de mutagdes
relatado no gene mais frequentemente mutado da familia, NRAS, a alteragéo
mais comum € a substituicdo de uma leucina por uma glutamina na posigao
61 (SMALLEY 2010). Mutagdes nos diferentes membros desta familia estdo
presentes em melanomas com caracteristicas clinico-patoldgicas distintas:
enquanto ativagdes no gene HRAS, juntamente com mutagcdes nos genes
CDKNZ2A ou TP53 (tumor protein p53), estdo associadas a melanoma néao-
metastatico, ativagcbes no gene NRAS, na presenga de mutagdo em

CDKNZ2A, estdao relacionadas a metastases em linfonodos e a distancia
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(ACKERMANN et al. 2005). A Figura 3 ilustra a intersecgédo entre as vias

MAPK e PI3K, nas quais as proteinas c-KIT, RAS e BRAF estéo

frequentemente alteradas no melanoma cutaneo.
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Fonte: Adaptado de SMALLEY (2010).

Figura 3 - llustragdo esquematica mostrando as proteinas c-KIT, RAS e

BRAF constituindo as vias BRAF/MEK/ERK e PI3K/AKT, relacionadas com o

controle do ciclo celular. Esta ilustragdo esquematiza as interagdes proteicas entre os

componentes da via MAPK e PI3K. Os pirulitos amarelos representam a membrana

plasmatica. Setas com cabeca representam a ativagcdo de uma proteina especifica. Setas

com um trago perpendicular na ponta representam a inibicao da atividade protéica que um

componente causa no outro.
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O gene TERT (telomerase reverse transcriptase) codifica a
subunidade catalitica da enzima transcriptase reversa, responsavel pela
manutengcdo do tamanho dos teldbmeros. Estudos recentes (HORN et al.
2013; HUANG et al. 2013) identificaram mutag¢des germinativas na regido
promotora deste gene em uma familia de melanoma hereditario, além da
presenca de mutagdes somaticas nos genomas de melanomas familiais e
esporadicos, as quais criam um novo sitio de ligacado para a familia de
fatores de transcricdo Ets (E26 transformation-specific). Ensaios de atividade
de promotor com a presenga da mutagdo germinativa detectada nos casos
de melanoma hereditario (uma transversao T>G a 57 pares de base do inicio
do sitio de transcricdo) detectaram um aumento dos niveis de expressao do
gene TERT. Mutagdes no gene TERT foram detectadas em alta frequéncia
no genoma de melanomas esporadicos (85% de tecidos metastaticos e 33%
de amostras de melanomas primarios), localizadas a 124, 125, 138, 139 e
146 pares de base do sitio de inicio de transcricdo (HORN et al. 2013). Por
outro lado, mutagdes germinativas afetando o promotor de TERT sao causa
rara de predisposicdo a melanoma, visto que o grupo de pacientes
brasileiros de melanoma familial investigado em estudo de nosso grupo foi
negativo quanto a este tipo de alteracdo (AGUIAR 2014).

TSAO et al. (2012) classificaram os genes responsaveis por fatores
de suscetibilidade ao desenvolvimento do melanoma, como cor da pele, em
loci de risco moderado, em contrapartida aos /oci de alto risco, cujas
mutacdes estdo relacionadas a caracteristicas de células neoplasicas, como

CDKNZ2A. Neste contexto de risco moderado, algumas variantes nos genes



19

MC1R (melanocortin 1 receptor) e MITF (microphthalmia-associated
transcription factor) estdo relacionadas com uma maior probabilidade de
desenvolvimento do melanoma (RAIMONDI et al. 2008; YOKOYAMA et al.
2011). Em estudo de nosso grupo, conduzido em um grupo brasileiro de 48
pacientes exibindo predisposicdo a melanomas, identificamos em um
individuo que desenvolveu melanomas multiplos (sem histérico familial) a
variante ¢.G1075A (E318K) do gene MITF, que aumenta a atividade deste
fator de transcrigcdo (AGUIAR 2014).

Recentemente, MACGREGOR et al. (2011) realizaram um estudo de
associagao genbmica (genome wide association study - GWAS) em uma
coorte de pacientes portadores de melanoma e individuos saudaveis,
identificando o locus 1921.3 como uma regido de suscetibilidade genética.
Na regido delimitada pelo estudo, o melhor gene candidato € SETDB1 (SET
domain, bifurcated 1), que possui atividade de metiltransferase de histona.
Estudo prévio em modelo de zebrafish com a mutacdo BRAFVG600E
observou diminuigdo de sobrevida de animais que apresentavam ganho de
copias do oncogene SETDB1 em adicdo a mutacdo em BRAF, além de
manifestagcéo precoce da doenga, quando comparados com o grupo portador

apenas da mutacao BRAF (CEOL et al. 2011).
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1.3 MECANISMOS EPIGENETICOS NO MELANOMA CUTANEO

O termo epigenética ¢é utilizado para designar mecanismos
moleculares responsaveis por controlar a expressao de um gene, sem que a
sequéncia nucleotidica seja modificada. Como caracteristica primordial, a
modificagdo epigenética pode ser transmitida para geragdes celulares
subsequentes, sendo nesse sentido passivel de ser herdada, mas é um
evento reversivel (TABY e ISSA 2010; JONES 2012).

Inimeros processos bioldgicos s&o controlados por tais mecanismos
epigenéticos, como embriogénese, diferenciacdo celular, senescéncia,
imprinting gendmico, entre outros. Dentre o0s varios mecanismos
epigenéticos, os mais estudados sado a metilagdo de DNA, as modificagdes
covalentes em histonas, e a regulagado da expressao génica por RNAs nao-
codificadores de proteina. Nas ultimas décadas, a comunidade cientifica tem
identificado falhas de tais mecanismos em muitas doencgas, como disturbios
neurologicos, complicagbes cardiacas, patologias congénitas, doencgas
cronicas como diabetes e, principalmente, na origem e progressdo de
diversos tipos de cancer (TABY e ISSA 2010).

O grau de compactagdo da cromatina e sua estrutura espacial séo
cruciais na determinagcdo do nivel de expressao gendbmica de determinado
segmento. O acesso dos diversos fatores de transcricdo as suas regides-
alvo é limitado pelo nivel de condensagao da cromatina e, neste cenario, as
modificagdes covalentes nas caudas de  histonas contribuem

fundamentalmente para definir esta acessibilidade. Diversas enzimas sao
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responsaveis por catalisar modificacdes covalentes nas caudas de histonas,
como as metilases e desmetilases de histonas, as acetilases e desacetilases
de histonas, entre outras. Padrdes especificos de modificagcbes em histonas
sdo reconhecidos por proteinas reguladoras de cromatina, que a tornam
mais ou menos acessivel aos fatores de transcricdo, dependendo da
combinagao resultante (YOO e JONES 2006; TABY e ISSA 2010). Em
células cancerosas, inumeras modificacbes covalentes especificas ja foram
detectadas, como por exemplo, a perda da acetilacido na lisina 9 da cauda
da histona H3, resultando no silenciamento génico de supressores tumorais
em prostata e ovario (FULLGRABE et al. 2011), por exemplo. A atividade
alterada de enzimas da maquinaria epigenética que catalisam modificagcoes
de histonas também esta relacionada com o desenvolvimento de neoplasias,
como alteracbes na atividade da metil-transferase de histona EZH2, que
catalisa a tri-metilagao na lisina 27 da histona H3, modificacdo detectada em
diversos tipos de cancer, entre eles o melanoma cutaneo (MARTINEZ-
GARCIA e LICHT 2010). O aumento da expressao de EZH?2 ja foi associado
a melanomas mais espessos € com pior sobrevida: a sobrevida de 5 anos
em pacientes com altos niveis de expressdao da EZH2 foi de 48%, em
comparagao a 71% naqueles com baixos niveis, demonstrando ser um
potencial biomarcador de prognéstico (BACHMANN et al. 2006).

Pequenos RNAs néao-codificadores (microRNAs ou miRNAs) sao
genes responsaveis por regular negativamente a transcrigdo génica de seus
alvos, com os quais possuem complementaridade com a extremidade 3’

nao-traduzidas do RNA mensageiro (MRNA) (GHILDIYAL e ZAMORE 2009).
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Em células neoplasicas, observa-se de maneira geral que os niveis de
expressdo de miRNAs sédo diminuidos, apesar de alguns miRNA especificos
estarem regulados positivamente. Esta alteragao nos niveis de expressao de
alguns miRNAs pode estar relacionada a defeitos em sua biogénese, seja
através da menor expressao das enzimas de processamento DROSHA e
DICER (MERRITT et al. 2008), ou devido a mutagdes nestas enzimas, como
reportado por TORREZAN et al. (2014) para tumores de Wilms. Em
melanoma, o miR-221/222 foi relacionado com uma alteragao nos niveis de
expressao dos genes KIT e CDKN1B (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B),
alterando a regulacéo do ciclo celular (FELICETTI et al. 2008). Também o
aumento da expressdo do miR-30b/30d foi identificado como marcador de
progressao tumoral em melanomas, provocando o silenciamento do gene
GALNT7 (polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 7), aumentando a
capacidade migratéria das células tumorais e diminuindo a resposta imune
(GAZIEL-SOVRAN et al. 2011).

Apesar das modificagdes em histonas e do silenciamento génico
pelos mMiRNAs desempenharem papéis extremamente importantes na
carcinogénese, 0 mecanismo epigenético mais estudado ainda é a metilagao
do DNA, que consiste na ligagdo covalente do radical metil a posigao 5 do
anel da base nitrogenada citosina, quando esta se encontra seguida de
guanina na mesma fita de DNA - estrutura denominada dinucleotideo
5CpG3’. Esta reagcdo €& catalisada por enzimas da familia DNA
metiltransferase (DNMT), presentes na forquilha de replicacdo durante a

fase S do ciclo celular e que utilizam o substrato S-adenosilmetionina como
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doador de radicais metil (BIRD 2002; YOO e JONES 2006). Em mamiferos,
trés enzimas principais sao responsaveis por realizar a metilagdo do DNA
durante o ciclo celular: DNMT1, que possui uma afinidade maior por fitas de
DNA hemi-metiladas, responsavel por estabelecer a metilagao na fita nova, e
assim propagar o padrdo de metilagcdo durante a replicagdo semi-
conservativa do DNA; DNMT3a e DNMT3b, responsaveis principalmente
pela metilagao de novo, adicionando radicais metil em regides previamente
nao metiladas (BIRD 2002).

Os dinucleotideos CpG apresentam uma frequéncia abaixo da
esperada no genoma, em decorréncia da desaminagado espontdnea que
ocorre em 5-metilcitosinas, dando origem a timinas ao longo do processo
evolutivo (BIRD 2002; TABY e ISSA 2010). Adicionalmente, os CpGs exibem
uma distribuicdo assimétrica pelo genoma, com agrupamento em regides
especiais denominadas ilhas CpG, tradicionalmente definidas como um
segmento de >200 pares de base no qual o conteudo de citosinas e
guaninas é superior a 50% e a razao entre CpGs observados e esperados é
= 0,6 (TAKAI e JONES 2002). Parte das ilhas CpG localizam-se a 5  de
parte dos genes de mamiferos (presentes em até 70% dos genes), possuem
tamanho médio de 1.000 pares de bases, sendo em grande parte elemento
constituinte dos promotores destes genes (BIRD 2002; TAKAI e JONES
2002). Os promotores regulam a transcricdo génica, e as ilhas CpG
mapeadas nestas regides sdo consideradas um fator adicional neste
controle. A metilagdo em ilhas CpGs de promotores em geral se correlaciona

com inibicdo da transcricdo génica, por meio de dois mecanismos: (i)
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inibicdo direta do reconhecimento e ligacdo a sequéncia-alvo pelos fatores
de transcricdo; (ii) reconhecimento da ilha CpG metilada por proteinas
especificas, que recrutam um complexo de remodelamento de cromatina,
como enzimas relacionadas as modificacbes covalentes de histonas, de
forma a compactar a cromatina, tornando-a inacessivel aos fatores de
transcricdo (BIRD 2002; BLOMEN e BOONSTRA 2011).

De maneira geral, dinucleotideos CpG dispersos pelo genoma
encontram-se extensivamente metilados, com excecao de ilhas CpG em
regides promotoras de genes que estdo sendo expressos. O padréo de
metilagao é relativamente estavel apds ser estabelecido e esta implicado em
processos como inativagao do cromossomo X, repressao de sequéncias de
DNA repetitivas, imprinting genémico, assim como ativagao/repressdo de
conjuntos especificos de genes durante a embriogénese e diferentes etapas
de diferenciacao celular e tecidual.

O panorama epigenético de um organismo é dinamico, modificando-
se ao longo do desenvolvimento, em diferentes estados fisiolégicos, e
também com o envelhecimento (BIRD 2002; BLOMEN e BOONSTRA 2011).
Além disso, em diversos processos patolégicos o padrdao de metilagdo do
DNA se apresenta alterado. No cancer, isso € detectado principalmente por
dois eventos principais: diminuicdo na metilagdo global do genoma
(hipometilagdo) e ganho de metilagdo em dinucleotideos de ilhas CpG
presentes em regides promotoras (hipermetilacéo) de alguns genes. Grande

acumulo de evidéncias indica que estes disturbios no padrdo gendémico de
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metilacdo estdo relacionados com o surgimento, desenvolvimento e
malignizacao de tumores (TABY e ISSA 2010).

De maneira geral, dois padrdes distintos principais sao observados no
genoma do cancer: i) o DNA sofre uma perda dos niveis globais de
metilagdo, de modo que regides constitutivamente silenciadas por metilagao
tornam-se ativas, como por exemplo, retrotransposons e outras sequéncias
repetitivas, gerando instabilidade gendémica. Além disso, a perda da
metilagcdo pode promover a ativagdo de proto-oncogenes previamente
silenciados, potencialmente estimulando a proliferagéo celular; ii) as ilhas
CpGs presentes em alguns promotores génicos podem ser extensivamente
metiladas e esse evento esta relacionado com a repressao transcricional de
supressores tumorais. Os genes supressores tumorais sdo responsaveis
pelo controle de ciclo celular e outras vias relacionadas com proliferacao,
além de atuarem em mecanismos de reparo a danos de DNA. Com o
silenciamento epigenético desses elementos regulatorios, a célula adquire
entdo capacidade de divisdo sem controle, ndo acatando a homeostase

tecidual (YOO e JONES 2006; TABY e ISSA 2010).

1.3.1 Metilagao do DNA no melanoma cutéaneo

No melanoma cutdneo, genes relacionados com céancer que
apresentam metilacdo aberrante do DNA podem ser marcadores de
diagndstico precoce, assim como podem estar relacionados com evolugao e
prognéstico da doenga. O gene supressor tumoral RASSF1A (Ras

association (RalGDS/AF-6) domain family member 1) é um importante
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regulador de processos como apoptose, migracédo e controle do ciclo celular.
O aumento dos niveis de metilagdo na sua regido promotora esta
relacionado com estagios tumorais mais avangados no melanoma cutaneo
(GREENBERG et al. 2014). HOON et al. (2004) constataram que RASSF1A
encontrava-se metilado em 57% de amostras de tumores metastaticos e,
além deste gene, a analise de RARBZ2 (retinoic acid receptor, beta 2), MGMT
(O-6-methylguanine-DNA methyltransferase) e DAPK (death-associated
protein kinase 1) na mesma coorte revelou frequéncias de metilagdo de
70%, 34% e 19%, respectivamente.

TANEMURA et al. (2009) analisaram o perfil de metilacdo de 6 genes
previamente relacionados com cancer (WIF1-WNT inhibitory factor 1, TFPI2-
tissue factor pathway inhibitor 2, RASSF1A, RARB2, SOCS - suppressor of
cytokine signaling 1 e GATA4-GATA binding protein 4), além de 6
sequéncias repetitivas nao-codificantes (MINT1, MINT2, MINT3, MINT12,
MINT17, MINT25, e MINT31), para investigar a ocorréncia de um fendtipo
metilador de ilhas CpG (CpG island methylator phenotype) em melanomas
primarios e metastaticos. Os genes WIF1, TFPI2, RASSF1A e SOCS e as
sequéncias MINT17 e MINT31 apresentaram hipermetilacdo em melanomas
metastaticos em comparacdo a tumores primarios, correlacionando este
perfil de hipermetilagdo com pior progndstico.

A hipometilacdo também parece ser fundamental para o
desenvolvimento do melanoma: HOU et al. (2012) realizaram analise em
larga escala do perfil de metilagdo de linhagens celulares de melanoma

cutaneo. Estes autores compararam o perfil de metilagdo de linhagens
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portadoras da mutacdo BRAFVG600E com linhagens com a mutagao
silenciada por RNA de interferéncia, verificando a existéncia de grande
numero de genes hipometilados, além de hipermetilados, nas células de
melanoma portadoras de BRAFV600E ativa.

A hipometilagdo global do DNA, caracteristica de diversos tipos de
canceres, pode ser estimada através da verificacdo do status de metilacéo
de elementos de transposigao, que constituem grande parte da sequéncia do
genoma de eucariotos. O elemento de transposi¢cdao Long interspersed
element-1 (LINE-1) faz parte da superfamilia de elementos auténomos de
retrotransposicdo que n&o possuem as grandes sequéncias repetitivas
terminais — Long Terminal Repeats (LTRs), constituindo >20% do genoma
de mamiferos. Devido a sua grande representatividade nos genomas em
que se encontra inserido, acredita-se que a interacao entre o elemento LINE-
1 e 0 genoma seja de grande importancia evolutiva e funcional (FURANO
2000). Uma meta-andlise avaliou o nivel de metilagdo em LINE-1 em 2554
pacientes com cancer e 3553 controles, revelando que pacientes com
cancer apresentaram hipometilagdo em LINE-1 (BARCHITTA et al. 2014). O
trabalho de Hyland e colaboradores (HYLAND et al. 2013) avaliou os niveis
de metilagado de LINE-1 no sangue de pacientes com melanoma familial, ndo
encontrando associacdo entre metilacgdto em LINE-1 e risco de
desenvolvimento de céncer. Até o momento, ndo ha trabalhos na literatura
investigando os niveis de metilagao de LINE-1 em melanomas esporadicos.

Estudos analisando o padrao global de metilagdo do DNA

simultaneamente em inumeros /oci s6 foram publicados recentemente em
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amostras de melanoma cutaneo. Um destes trabalhos de epigendmica de
melanomas (THOMAS et al. 2014) foi publicado utilizando um painel de
sitios CpG em 793 genes, sendo capaz de estratificar as 47 amostras
estudadas em trés subgrupos, de acordo com o perfil de metilagdo; um
destes subgrupos apresentou hipermetilagdo na maioria dos genes,
corroborando a hipotese de fendtipo metilador de ilhas CpG (CIMP) no
melanoma cutaneo. Outro estudo (ECSEDI et al. 2014) observou o padréo
de metilagdo de 1505 sitios CpG em regides promotoras de 42 amostras de
melanoma cutaneo; os autores reportaram associagao entre um conjunto de
24 genes com diferenga de metilagao e a presenga da mutagcdo BRAFVG600E
em melanomas em estagios iniciais; no entanto, a mesma associa¢gao nao
foi encontrada em melanomas mais avancados. Neste mesmo trabalho
recente, foi observado que tumores mais espessos apresentaram
hipometilagdo em um conjunto de 45 genes, 0s quais se tornavam
gradativamente mais metilados quando comparados com tumores mais
finos.

Atualmente, o status de metilacdo de DNA de centenas de milhares
de sitios CpG distribuidos pelo genoma (metiloma) pode ser investigado de
maneira abrangente, a custo reduzido, utilizando tecnologias baseadas em
microarranjos. A plataforma Illumina Infinium HD 450K Methylation Assay
(HM450K) possibilita a analise simultanea >450.000 dinucleotideos CpGs,
representando 99% dos RefSeq genes, com média de 17 sitios CpG por
gene, distribuidos em promotor, 5UTR (5 untranslated region), primeiro

exon, demais regides génicas (gene body), e 3'UTR (3 untranslated region)
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(SANDOVAL et al. 2011). Aproximadamente 96% das ilhas CpG descritas no
banco de dados UCSC (http://genome.ucsc.edu/) sao interrogadas na
HM450K, com cobertura adicional em island. shores (sequéncias de até 2kb
que flanqueiam as ilhas), e em sequéncias que flanqueiam as island shores
(até 4kb das ilhas), denominadas de island shelves. Outras categorias de
sondas incluem sitios CpG localizados fora de ilhas CpG, sitios nao-CpG
identificados como metilados em stem cells humanas, sitios conhecidos
como diferencialmente metilados entre tecido normal e tumor e entre
diferentes tipos de tecidos, e ilhas CpG fora de regides codificadoras
(SANDOVAL et al. 2011).

A palataforma HM450K ja € amplamente utilizada em estudos para
determinacgao de perfis epigenémicos, inclusive na area da oncologia. Um
estudo recente (LINDQVIST et al. 2014) comparou tumores de mama
positivos para o marcador HER2 com tecido mamario normal, e identificou
69 genes diferencialmente metilados como potenciais biomarcadores. Outro
estudo (SHEN et al. 2013) com amostras de carcinoma hepatocelular e
tecido ndo tumoral adjacente detectou um grande numero de regides
intergénicas hipometiladas no tecido tumoral; a maior parte dos eventos de
hipermetilagdo encontrava-se em promotores génicos. Adicionamente, este
estudo mostrou dados da andlise do tecido adjacente nao tumoral, que
revelou sondas capazes de diferenciar tecido cirrético de nao cirrético, e

tecido com virus da hepatite C de tecidos sem infeccao.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudo do padrdo global de metilagdo do DNA (metiloma) de um

grupo de melanomas cuténeos visando correlacionar o perfil epigenédmico

com (a) alteragbes genéticas em BRAF, NRAS, KIT e TERT (mutagdes de

ponto), CDKN2A, CDKN2B e CDK4 (dele¢bes/duplicagbes genémicas) e (b)

parametros clinicos e patolégicos, na busca de possiveis assinaturas

epigenéticas para as variaveis analisadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigacdo de mutagdes de ponto dos genes BRAF, NRAS, KIT, e
TERT por sequenciamento capilar.

Investigacdo de delegdes gendmicas afetando CDKN2A, CDKN2B e
CDK4 pela técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA).

Anadlise do padrao de metilagcdo da regido promotora do gene
CDKN2A e do elemento de transposicdo LINE-1 por
pirosequenciamento.

Estudo do perfil global de metilagdo de DNA (metiloma) de grupo de

20 melanomas primarios, 7 amostras de metastases pareadas e 3
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culturas primarias de melandécitos humanos derivadas de individuos
saudaveis, utilizando a plataforma [/lllumina Infinium HD 450K
Methylation Assay (HM450K).

Associagdo entre o status mutacional e clinico-patolégico dos
melanomas com o padrao de metilacdo de DNA para delineamento de
assinaturas especificas de alteragbes epigenéticas.

Estudo comparativo do perfil de metilacdo de DNA entre melanomas
primarios e suas metastases pareadas em subgrupo de pacientes (7
casos).

Analise de expressao génica de um conjunto de genes com padrao de
metilagcao diferencial em regido promotora, utilizando a plataforma RT2
qPCR Primer Customized Assay (Qiagen Technologies), com o intuito

de investigar o efeito da metilagdo aberrante na expressao génica.
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3 MATERIAL E METODOS

Este € um estudo retrospectivo baseado em amostras de 20
melanomas cutaneos primarios. Este projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica da Instituicdo (projeto n° 1765/13 — Anexo 1).

A casuistica de tumores foi selecionada de acordo com os critérios
descritos abaixo e conforme disponibilidade de material congelado a fresco
(previamente depositado no Banco de Tumores do AC Camargo Cancer
Center - ACCCC), apés levantamento realizado no primeiro semestre de

2013.

3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

i) Melanomas cutaneos primarios, incluindo amostras derivadas de pacientes
com e sem metastase ao diagnéstico; ii) Tecido fresco congelado para
extraggo de DNA e RNA de alta qualidade; iii) Espessura = 1mm
(classificagdo T2-T4); iv) qualquer subtipo histolégico (acral, nodular,

extensivo superficial, lentigo maligno, desmoplasico, e outros).

3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

i) Melanomas que nao se enquadraram nos critérios de inclusdo supracitados;

ii) Tumores de pacientes com tratamento neoadjuvante.
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Do grupo de 20 tumores, 7 pacientes apresentaram tecido metastatico
congelado a fresco, cujas amostras também foram requisitadas para este
estudo.

Este trabalho foi desenvolvido em colaboracdo com pesquisadores do
ACCCC: Dr. Joao Duprat Neto (Nucleo de Cancer de Pele e Dermatologia);
Dra. Dirce M. Carraro (CIPE); Dr. Anténio Hugo JFM Campos (Departamento
de Anatomia Patolégica). Todo o material foi submetido a re-anélise pelo
patologista Dr. Anténio Hugo JFM Campos. As amostras de DNA e RNA dos
tumores foram processadas no Laboratério de Macromoléculas vinculado ao
Biobanco do ACCCC.

O Quadro 2 sumariza as principais caracteristicas clinicas e
anatomopatolégicas dos melanomas cutaneos primarios utilizados neste

estudo.



Quadro 2 - Caracteristicas clinicas dos pacientes e anatomopatolégicas dos melanomas cutaneos primarios estudados.

ID | Sexo |ldade| Raga# |Tipo histolégico TNM Ulceragiio | Breslow (mm) | trade Inflamatorio | Metastase
Intra-tumoral Pareada
3T F 38 Ca Maligno ulcerado TxNOMO S ND ND N
4T F 77 ND | Acral lentiginoso T2aNOMO S 2,2 S S
5T M 54 Ca Acral lentiginoso T4bN1bMO S 15,0 N N
7T M 86 Ca Desmoplasico T4aNxMO N 9,0 S N
8T M 70 ND | Tumoral T4bN3MO S 11,0 S S
12T M 77 Ca Acral lentiginoso T4bN1bMO N 30,0 N S
13T M 40 Ca Acral lentiginoso T4bN2aMO0 S 4,0 S N
15T M 64 Ca Nodular T4aN1aMO0 N 4,3 S S
16T M 4 ND N&o classificavel TxNxMO S ND N S
20T F 84 Ca Nodular T4bN1bMO S 11,0 S N
22T M 57 Am N&o Classificavel T4aN3MO N 9,9 N S
24T M 30 Ca Extensivo superficial T2aN1MO N 1,9 S N
25T M 69 Ca Acral nodular T4bN3MO S 7.0 N N
26T M 79 Ca Extensivo superficial T2bN2bMO S 1,8 N N
27T M 79 Ca N&o classificavel T4aNOMO N 6,3 S N
29T M 54 Ca Nodular TXNxMx ND ND ND N
30T M 78 ND Eextensivo superficial | T4bN1bM1a S 6,8 S S
32T F 82 ND Extensivo superficial T3bNOMO S 2,9 N N
33T M 61 Ca Desmoplasico TXxNxMx ND ND ND N
34T F 72 Ca Lentigo maligno TXNxMx S ND ND N

Legendas: M= Masculino; F= feminino; #Raca auto-declarada;

Ca= Caucasiano; Am= Amarelo; ND= Nao descrito; S= sim; N= ndo

34
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Utilizamos amostras de DNA gendmico obtidas a partir de trés
culturas primarias de melandcitos humanos normais como condi¢gdo-controle
nos experimentos de metilacdo. Estas amostras foram obtidas por meio de
colaboragdo com a Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler, da Escola de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, com projeto aprovado pelo
comité de ética local (CEP HU/USP 943/09). As amostras s&o provenientes
do prepucio de trés individuos caucasianos (6 anos, 39 anos e o terceiro

com idade indisponivel).

3.3 METODOS

3.3.1 Extracdo de DNA e RNA genémicos

DNA e RNA gendémicos de amostras tumorais.

DNA e RNA gendmicos de culturas primarias de melandcitos.

As amostras de DNA gendmico precisaram ser purificadas devido a
presengca do composto polifendlico melanina. A melanina liga-se
reversivelmente a enzima DNA polimerase, abolindo sua atividade catalitica
(ECKHART et al. 2000). A adicdo de componentes como BSA (bovine serum
albumin) em concentracdo de 10mM nado alterou significativamente a
eficiéncia das reagdes enzimaticas. Por outro lado, o tratamento das
amostras de DNA com a coluna One Step PCR Inhibitor Removal Kit (ZYMO
Research), especifica para a limpeza de melanina e outros componentes
polifendlicos, seguido de adicdo de BSA 10mM na solugdo da PCR, resultou

na amplificagdo especifica dos fragmentos-alvo. As amostras de RNA total
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provenientes do banco de macromoléculas também apresentavam melanina,
portanto a utilizagao do kit de limpeza para compostos polifendlicos também

foi necessaria.

3.3.2 Pesquisa de mutagoes de ponto nos genes NRAS, BRAF, KIT e
TERT por sequenciamento capilar

A pesquisa de mutagcbes em hot-spots dos genes NRAS (exon 3),
BRAF (exon 15), KIT (exons11 e 13), e TERT (regidao promotora de 146 a
124 pares de bases do inicio do sitio de de transcri¢gao) foi realizada por
meio de sequenciamento capilar, utilizando o kit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Byosistems), de acordo com o protocolo
fornecido pela empresa. Nas reacdes de sequenciamento, utilizamos apenas
um dos primers (forward ou reverse), com exceg¢do de casos em que 0S
resultados preliminares fossem inconclusivos. Para amplificagdo dos
fragmentos-alvo dos genes BRAF e KIT foram utilizados primers do setor de
diagnostico molecular do AC Camargo Cancer Center (sequéncias
disponiveis caso solicitadas). Para amplificar a regido promotora do gene
TERT, utilizamos primers disponiveis na literatura (HORN et al. 2013)
forward: 5- AGCACCTCGCGGTAGTGG-3’, reverse (semi-nested 1). 5'-
CACAGCCTAGGCCGATTC-3, reverse (semi-nested 2). 5'-
GGGCTCCCAGTGGATTC-3. O éxon 3 do gene NRAS foi amplificado a
partir do seguinte par de primers: forward: 5- GCATTGCATTCCCTGTGG-

3’, reverse: 5'- CCCTAGATTCTCAATGTCAAAC-3".
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Para as reagdes de amplificacdo das sequéncias-alvo, foram
utilizadas as seguintes concentragcbes de reagentes: 0,2uM de primers,
0,2mM de dNTPs, 2mM de Mg, 1U de Taq polymerase (Promega) e 50ng de
DNA genbmico. Para amplificar a regido promotora do gene TERT,
realizamos uma semi - nested PCR, e as concentragdes de reagentes, bem
como a ciclagem, foram iguais para ambas as reagdes. O produto da
primeira PCR foi diluido 10 vezes, e 1uL foi utilizado na segunda reagdo. As
condigdes de ciclagem para todas as reagdes foram as seguintes: 95°C por
15 minutos, seguidos de 38 ciclos de 95°C por 15 segundos (30s para
TERT), 30 segundos de anelamento (KIT éxon 11 e BRAF: 57°C; KIT éxon
13: 58°C; NRAS: 50,5°C; TERT: 56°C por 45s), 72°C por 45 segundos, € um
ciclo final de 72°C por 10 minutos. As coordenadas gendmicas das regides-
alvo, bem como as alteragdes investigadas, estdo descritas na Quadro 3.

Para alinhar as sequéncias obtidas com o genoma de referéncia
(hg19; GRCh37), bem como para realizar a chamada de variantes,

utilizamos o software CLC Genomics Workbench (Qiagen).

Quadro 3 - Mutagdes génicas investigadas por sequenciamento capilar.

Coordenadas gendmicas Tamanho do _
Gene ] Mutacao
(hg19; GRCh37) amplicon (pb)
BRAF |chr7:140753190-140753469 |279 c.1799T>A (chr7:140453136)
NRAS | chr1:115256276-115256675 | 399 c.182A>G (chr1:115256528)
KIT chr4:55593582-55593708 126 éxon 11 (sem hot spot)
chr4:55594177-55594287 110 éxon 13 (sem hot spot)
124, 125, 138, 139 e 146 pb de
TERT |chr5:1295040-1295537 497
distancia do sitio ATG

pb: pares de base
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3.3.3 Pesquisa de delecdes/duplicagbes gendmicas nos genes
CDKN2A, CDKN2B e CDK4 por MLPA

A investigagdo de alteracbes de perdas e ganhos nos genes
CDKNZ2A, CDKNZ2B e CDK4 foi realizada utilizando a técnica MLPA, a qual
consiste de uma unica PCR multiplex. Utilizamos o kit SALSA MLPA P419
CDKN2A/2B-CDK4 probemix (MRC Holland), seguindo o protocolo fornecido
pela empresa. Este kit € composto por 14 sondas que investigam o numero
de copias do gene CDKNZ2A, 8 sondas para o gene CDKN2B, 9 sondas para
0 gene CDK4 e mais 10 sondas que flanqueiam as regides adjacentes aos
genes supracitados, além de sondas de regides controle (sondas-controle).

A técnica de MLPA é capaz de detectar variagbes no numero de
copias para as sequéncias-alvo de uma maneira semi-quantitativa, devido ao
fato de que as sondas previamente hibridizadas ao DNA genémico sao
utilizadas como substrato para amplificagéo, e ndo o proprio DNA gendmico.
Os experimentos de MLPA sao realizados sempre com a inclusdo de
amostras de DNA com numero de cépias normal para as sequéncias
avaliadas (controle-negativo), de modo que a razdo entre os valores de
intensidade de fluorescéncia de sondas provenientes das amostras
investigadas e os valores de intensidade de fluorescéncia de sondas das
amostras controle indica o numero relativo de copias na amostra testada.
Neste estudo, todas as corridas de MLPA foram realizadas com pelo menos
trés amostras de DNA provenientes de individuos que sabidamente nédo
apresentavam alteragcbes no numero de copias dos genes CDKN2A/2B.

Incluimos em nossos experimentos uma amostra de DNA gendmico
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proveniente de paciente sabidamente portador de duplicagao germinativa de
9p, de segmento incluindo os genes CDKN2A e CDKNZ2B, utilizada como
controle-positivo.

A andlise dos dados foi realizada com o software Coffalyser (MRC-
Holland), o qual normaliza os dados a partir de valores de intensidade de
fluoréscéncia das sondas—controle de todos os experimentos, gerando
valores médios de numero de copias para as sondas-teste, juntamente com
o desvio-padrdo. Em nossa analise, para calcularmos a mediana dos valores
de hibridizacdo, consideramos apenas as sondas relativas aos genes
CDKNZ2A e CDKNZ2B, descartando sondas que mapeassem nas regides
adjacentes. A partir dos valores calculados, consideramos como delegdo
valores de mediana< 0,7, visto que o programa interpreta valores entre 0,7 -
1,3 como numero de cépias dipléide (n=2).A Figura 4 apresenta um relatério

gerado pelo programa Coffalyser para uma das amostras testadas.
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Figura 4 - Exemplo de relatério gerado pelo software Coffalyser para uma

amostra analisada. No box esquerdo superior é apresentado o eletroferograma

especifico da corrida utilizando o kit SALSA MLPA P419 CDKN2A/2B-CDK4 probemix.
Cada pico representa a quantidade de fluorescéncia emitida por uma sonda especifica —
sondas ordenadas por tamanho de fragmento gendmico. No box esquerdo inferior,
encontra-se o grafico do numero relativo de copias gendmicas das sequéncias investigadas
para a amostra analisada. As barras verticais (azul claro) entre as linhas horizontais indicam
a faixa de valores relativa ao numero de coépias diploide para cada sonda, com os
respectivos desvios padrdo dos DNAs-controle testados no experimento. Cada circulopreto
representa o numero de copias estimado de uma determinada sonda para a amostra
analisada — sondas ordenadas de acordo com o mapeamento genémico. Neste caso, a
amostra tumoral 3T apresenta uma delegdo total do gene CDKN2A(sondas representadas
por circulos vermelhos). Na coluna da direita, cada sonda deste kit esta indicada em uma
linha, com os respectivos valores relativos do nimero de coépias e desvio padrdao. O valor
relativo do numero de copias das sondas do gene CDKN2A/2B esta delimitado pelo box

vermelho.



41

3.3.4 Estudo de Metiloma utilizando a plataforma Infinium HD 450K
Methylation Assay (HM450K)

O procedimento foi iniciado com uma etapa de conversdao das
amostras de DNA genbémico por bissulfito de sédio (EZ DNA Methylation-
Gold Kit, Zymo), ap6s a qual as citosinas ndo-metiladas foram convertidas
em uracila (U), enquanto citosinas metiladas permanecem sem modificagdo
(C). O procedimento de hibridizagdo das amostras de DNA convertido aos
microarranjos HM450K foi realizado de acordo com as instru¢gdes do
fabricante (lllumina). Brevemente, as amostras de DNA gendémico convertido
passaram por um processo de amplificacdo e fragmentagédo, para entéo
serem hibridizadas as BeadChips, anelando-se covalentemente com sondas
de 50mers por complementaridade de sequéncia.

Na plataforma HM450K dois sistemas distintos de deteccdo de sinal
sao utilizados: Infinium | e Il (BIBIKOVA et al. 2009, 2011). A Figura 5 ilustra
0 mecanismo de cada sistema. Apds a hibridacéo, foi realizada lavagem
para retirada de fragmentos nao-hibridizados, e o microarranjo foi preparado
para extensdo de fragmentos de DNA dentro de capilares. Nesta etapa, o
DNA hibridizado é usado como fita-molde para extensdo de bases alelo-
especificas, incorporando nucleotideos marcados. A amplificagcdo da
marcagao incorporada fornece o sinal identificado pela scanner lllumina
iScan System, que excita fluoréforos a cada base, permitindo a identificagéo

da base incorporada as réplicas de cada sonda presente no microarranjo.
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Fonte: adaptadas de BIBIKOVA et al. (2011); ILLUMINA (2015)

Figura 5 - Mecanismos de hibridizagdo e deteccao de sinal dos ensaios de

metilacéo Infiniuml e Il utilizados na plataforma HM450K. Para algumas regi6es
gendmicas, o sistema infinium | é utilizado: Duas sondas distintas sdo requeridas para
interrogar uma regidao e a amplificagdo do sinal ocorre em apenas um canal de
fluorescéncia. Se o DNA modificado possuir os CpGs metilados, ele hibridizara eficazmente
apenas com a bead com sequéncia para DNA metilado. Na etapa de extenséo do sinal,
apenas a bead metilada emitira fluorescéncia.. Em outras regides do genoma, o sistema
infinium Il utiliza uma unica bead para determinar o estado de metilagdo do CpG especifico
e de outros que estiverem préximos. A hibridizagcdo entre a sonda e o DNA convertido
ocorre até a citosina do dinucleotideo CpG interrogado. Na etapa de extensao do sinal, um
fluorérofo distinto sera ligado a base incorporada (A para locus desmetilado, e G para locus
metilado — dois canais distintos de fluorescéncia), indicando o status de metilagdo da regiao.
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Para extragdo de dados dos experimentos HM450K foi utilizadoo
software Genome Studio Integrated Informatics modulo Methylation
(llumina), que realiza a conversdo do sinal de fluorescéncia em valores
relativos de metilacdo para cada sitio CpG investigado (valor de [B). Este
software contém ferramentas de bioinformatica para normalizacao,
visualizacdo e analise dos dados. O valor de B € uma medida relativa da
porcentagem de metilagdo de determinado sitio CpG em uma amostra de
DNA genbmico especifica, variando entre 0-1, o valor 0 indicando
dinucleotideos CpG totalmente desmetilados e 1, dinucleotideos totalmente
metilados. A distribuicdo dos valores de metilagao (valores de [3) apresenta
um padrdao bimodal, com a maior parte dos dinucleotideos CpGs da
plataforma podendo ser classificada em dois grupos: um deles exibe padréao
de auséncia ou baixa metilagdo, enquanto o outro grupo apresenta-se
fortemente metilado.

Os dois tipos distintos de sondas Infinium | e Infinium Il que compdem
a HM450K geram valores de B com distribuicdo que apresenta pequena
diferengca na amplitude maxima (Figura 6), tanto para valores proximos a
zero (CpGs desmetilados), quanto para valores proximos a 1 (CpGs
totalmente metilados) (DEDEURWAERDER et al. 2011). Devido a esta
particularidade, uma série de correcdes distintas foram propostas para
realizar a normalizagdo adequada dos sinais gerados (MARABITA et al.

2013).
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Fonte: Adaptado de ILLUMINA (2014)
Figura 6 - Dois tipos diferentes de sondas contidas na plataforma HM450K

(Infinium | e Infinium Il), que geram uma distribuicdo distinta de valores de

metilacdo (B). Grafico mostrando a distribuicdo dos valores de B (medida relativa de

metilagdo) para os 2 tipos distintos de sondas Infinium | e Infinium Il presentes na
plataforma. A linha cheia representa a distribuicdo dos valores de 3 para as sondas Infinium
| e a linha tracejada representa a distribuicdo dos valores de 3 para as sondas Infinium II.
Valores de B préximos a zero representam dinucleotideos CpG totalmente desmetilados,
enquanto que valores proximos a um representam dinucleotideos totalmente metilados. A
amplitude de distribuicao dos valores de beta das sondas tipo | € maior que as sondas do
tipo Il

3.3.5 Analise de metilagdo diferencial utilizando dados derivados de
experimentos HM450K

450k Chip Analysis Methylation Pipeline (ChAMP)

A analise de metilagao diferencial foi realizada com o pacote de
bioinformatica 450k Chip Analysis Methylation Pipeline (ChAMP) (MORRIS
et al. 2014), executado utilizando o software gratuito R (http://www.r-
project.org/). Foram utilizados os dados brutos obtidos pela varredura dos

BeadChips (arquivos.idat), juntamente com um arquivo (.txt) que permite o
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reconhecimento de cada amostra, classificando-as em um grupo especifico
para a analise posterior. A partir destes dados, uma série de analises
sequenciais de bioinformatica € processada de forma automatica (pipeline).
Inicialmente, ocorre a etapa de filtragem de sondas com auséncia de
significancia estatistica de detecgdo (valor de p< 0,01), bem como a
exclusdo de sondas mapeadas nos cromossomos X e Y (procedimento
comum uma vez que que tais sondas introduzem viéses na analise de
amostras derivadas de ambos os sexos). Em seguida, os dados séao
normalizados para correcdo da diferenca de amplitude de deteccao de
metilagcado descrita acima para as sondas Infinium | e Il, através do método
Beta Mixture Quantile Dilatation (BMIQ), e também para correcdo da
variabilidade da eficiéncia de hibridizacado das sondas e posicionamento das
amostras no microarranjo.

Apos a preparacao dos dados da maneira acima descrita, procede-se
a anadlise de metilacao diferencial entre grupos, cujo calculo pode ser
realizado a partir de valores de 3 ou de valores de M, estes ultimos obtidos
por meio de uma transformacéao logaritmica em base 2 (log,) dos valores de
B (74). Com a pipeline ChAMP, a analise de metilagdo diferencial foi
realizada a partir de valores de B. O calculo de metilacdo diferencial foi feito
calculando-se a diferenga entre as médias dos valores de B (delta-beta - AB)
de cada grupo para cada uma das sondas, com um valor de p associado,
utilizando o pacote Limma. Esta analise é baseada no método de regresséao
linear, com ajuste pelo método de Benjaminni-Hochberg (SMYTH 2005).

Nesta etapa, as sondas com SNPs mapeados em sua sequéncia (de acordo
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com a base de dados 7000 genome project;http://www.1000genomes.org/)
foram excluidas.

A analise de metilagao diferencial foi realizada entre diferentes grupos
constituidos de acordo com caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas ou
mutacionais. Esta comparagdo foi baseada no conceito de regides
diferencialmente metiladas (differentially methylated regions - DMRSs). As
etapas da pipeline ChAMP, bem como uma ilustracdo de DMR, encontram-
se nas Figuras 7 e 8, respectivamente. Sondas representando sequéncias
genbmicas contiguas ou préximas (minimo de 3 sondas, com limite maximo
de distancia entre duas sondas adjacentes de 1000 pares de base) com
ajuste de p valor (utilizando o método de Bonferroni-Hochberg) (SMYTH
2005) <0,05 ou <0,1 foram agrupadas para constituir regides
diferencialmente metiladas (DMRs). Tal busca durante a analise por sondas
adjacentes com valor de p ajustado significativo € dependente do contexto
gendmico no qual a sonda esta inserida (posicionamento em ilhas CpG e
posicionamento relativo ao gene). Sondas mapeadas na regido promotora
dos genes e em ilhas CpGs possuem maior representatividade nesta
plataforma, portanto as distdncias minima e maxima calculadas para a
formagao de tais DMRs nestas regides (regido promotora de genes e ilhas
CpGs) foram menores, quando comparadas com sondas presentes em

regides intergéncias e no corpo de genes, por exemplo.
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Fonte: Adaptado de MORRIS et al. (2014).
Figura 7 - Visao geral das etapas da pipeline ChAMP, com a qual se realiza

analise de metilacao diferencial para a identificacdo de Methylation variable

positions (MVPs) e Differentially methylated regions (DMRs) entre grupos.
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Fonte: Adaptado de MORRIS et al. (2014).
Figura 8 - Determinando uma regi&o diferencialmente metilada (Differentially

Methylated Region-DMR) utilizando a pipeline CHAMP. No esquema superior,

encontra-se uma representacdo de uma regidao gendmica pelo navegador da University of
California, Santa Cruz (UCSC genome browser). No painel intermediario, observamos o
posicionamento das sondas da plataforma HM450K, com suas posigcbes em relacdo ao
gene-alvo. No painel inferior, observamos a unido de varias mini-DMRs, dando origem a

uma DMR final, que é formada por todas as sondas dentro de seus limites.

Pipeline de bioinformatica para analise de metilagao diferencial
desenvolvida em colaboracao (in house)

Em uma segunda abordagem de analise de metilagao diferencial,
desenvolvemos uma pipeline em colaboragdo com o Dr. Andre Yoshiaki
Kashiwabara (docente da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana -
UTFPR), que possui grande experiéncia na area de programacao e analise
de dados de microarranjos gendémicos. Primeiramente, os dados brutos

foram carregados juntamente com tabelas que continham a identificagcao de
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cada amostra e suas caracteristica clinicas, anatomopatologicas e
mutacionais, o0 que a enquadraria em um grupo especifico. Os dados foram
pré-processados com exclusdo de sondas com p valor de deteccédo > 0,01,
sondas mapeadas em cromossomos X e Y, e sondas contendo SNPs nos
sitios CpG interrogados. A etapa seguinte consistiu em normalizar os dados
para corrigir o viés de utilizacdo simultdnea de sondas Infinium | e Il, através
do método Beta mixture quantile dilatation (BMIQ), que também é utilizado
pela pipeline ChAMP. Em seguida, os valores de B de cada sonda foram
transformados em valores de M, com os quais as analises foram realizadas.
Para cada amostra, os valores de M referentes a sondas mapeadas em
regides promotoras génicas foram consolidados de maneira individual,
gerando um valor de M unico por promotor génico, calculado a partir da
mediana dos valores de M de cada sonda individual. Nesta etapa, utilizamos
apenas sondas mapeadas na regido promotora dos genes, aqui definidas
como sondas localizadas em TSS1500 (1500 nucleotideos upstream do sitio
de inicio de transcrigao), TSS200(200 nucleotideos upstream do sitio de
inicio de transcricdo), 5’UTR (segmento localizado a 5 da regidao néao-
traduzida) e primeiro éxon, independentemente da densidade de
dinucleotideos CpG; sondas localizadas no corpo do gene e na regiao
3’'UTR néo foram consideradas. O teste de Wilcoxon bicaudal foi utilizado
para calculo de p valor para cada gene, e este valor foi ajustado para avaliar
a taxa de falsos positivos (False Discovery Rate — FDR), ao nivel de
significAncia < 0,01. Nesta andlise de metilagdo diferencial, também

obtivemos um valor de M consolidado para cada grupo a partir da mediana



50

dos valores de M de cada amostra do grupo; a diferenca entre estes valores
consolidados de M de cada grupo foi calculada, representando desta forma
uma quantificagdo relativa de metilagao diferencial da regido promotora de
um gene entre dois grupos. Esta pipeline foi empregada toda vez que dois
grupos foram comparados de acordo com uma caracteristica especifica
(dados clinico-patolégicos ou mutacionais). A Figura 9 representa o

algoritmo da pipeline desenvolvida para este trabalho.
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Dados brutos + tabela com ID da
amostra e grupos formados (ex:
mutadovs selvagem)

Pré-processamento (excluir sondas
p20,01; Chr X,Y; SNPs|

Normalizagdo dos dados (BMIQ)

B value = M value
; Esta abordagem redur enormemente o
Sondas em reglio promotora nimero de testes estatitices a serem
agrupamento por gene < umvalor | | realzados pasteriormente, aumentando
de M por gene (mediana) asim & probabilidade de detectarmes
diferencas estatisticamente sgnificativas
= entreos grupos.
Teste Wilcoxon (two sided) Diferenca de mediana
gene por gene entre o5 gntre grupo 1 ¢ 2 =
grupos + FDR = p ajustado < metlacio  diferencial
0,0 entre 05 grupos

Andlise de conjunto de genes com diferenca
de metilacio; escolha de genes candidatos

para validagdo

Figura 9 - Visdo geral das etapas dapipeline desenvolvida in house para
analise de metilagao diferencial de promotores génicos individuais entre

diferentes grupos.
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3.3.6 Analise de metilagao de DNA por pirosequenciamento

As amostras de DNA gendmico foram inicialmente tratadas com
bissulfito de sédio (EZ DNA Methylation-Gold Kit, Zymo) para conversao de
citosinas nao-metiladas a uracila, as quais fazem pareamento com a base
timina no primeiro round da PCR. Posteriormente seguiu-se o fluxo padrao
para pirosequenciamento, de acordo com especificagdes do fabricante
(Qiagen). Brevemente, o DNA convertido é amplificado na regido-alvo
através de uma PCR, sendo que um dos primers € marcado com biotina. Em
uma etapa subsequente, o material amplificado é desnaturado e a fita
amplificada a partir do primer biotinilado € resgatada, sendo hibridizada com
um primer de sequenciamento, o qual € desenhado internamente a regiao
amplificada pela PCR. Em seguida, o DNA marcado com biotina hibridizado
com o primer de sequenciamento € incubado com as enzimas DNA
polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase, além do substrato
luciferina. Os desoxinucleotideos s&o adicionados individualmente, sendo
que a cada incorporagao na fita sintetizada pela DNA polimerase, ocorre a
liberagdo de um fostato inorganico em concentragdes equimoleculares ao
numero de bases adicionadas na fita. A enzima ATP sulfurilase converte
entdo o fostato inorganico em ATP na presencga da adenosina 5 fosfosulfato.
Por fim, a molécula de ATP possibilita a conversdo da luciferina em
oxiluciferina, através da enzima luciferase, com liberagao de luz, a qual é
captada por um detector e codificada como uma incorporacdo de base bem
sucedida. A enzima apirase degrada entdo o ATP e nucleotideos nao

incorporados, preparando o DNA para o préximo ciclo de sequenciamento.
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Os niveis de metilagdo do promotor do gene CDKNZ2A e do elemento
de transposicao LINE-1 foram investigados utilizando os kits PyroMark Q96
CpG p16 e PyroMark Q9 CpG LINE-1 (Qiagen Technologies),
respectivamente. Os resultados foram analisados no programa PyroMark
Q96 ID Software 2.5 (Qiagen), o qual gerou um pirograma para cada
amostra analisada, que contém a porcentagem de metilagdo para cada
dinucletideo CpG investigado na sequéncia. A metilagdo de cada CpG é
mensurada por meio da razdo entre T e C: uma maior porcentagem de T
indica um sitio CpG pouco metilado, enquanto maior porcentagem de C
indica um sitio CpG mais metilado. A partir destes valores de metilacao, foi
realizado o calculo da mediana da porcentagem de metilagdo da sequéncia
investigada para cada amostra.

Os valores de metilacdo de cada amostra (mediana) foram utilizados
para comparagado entre grupos definidos de acordo com as informacgdes
clinico-anatomopatoldgicas. Para verificar significancia estatistica, utilizamos

o teste de Mann-Whitney (p <0,05).

3.3.7 Analise de expressiao de genes candidatos diferencialmente
metilados entre grupos.

Apds as analises de metilagao diferencial entre grupos, 6 genes foram
selecionados para investigagdo dos niveis de expressao génica. Os primers
utilizados, assim como a localizagdo cromossémica dos genes encontram-se

na Quadro 4.
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Quadro 4 - Genes selecionados para analise dos niveis de expressao do
RNA mensageiro: simbolo oficial, sequéncias dos pares de primers e
localizacdo cromossémica

localizagao
Genes (primer F ou R) Sequéncia do primer 5' -> 3° cromossoémica
HIST1H1D (F) GCCTAGGAAGCCTGCTGG 6p22.2
HIST1H1D (R) CGCACTCTTGGCCACTTTC
HIST1H4D (F) GAGGAAACTCGCGGAGTG 6p22.2
HIST1H4D (R) GCCGCCGAAGCCATAAAG
HIST1H3H (F) GATGGCGCTGCAAGAGGC 6p22.1
HIST1H3H (R) GCGGATACGACGTGCGAG
HIST1H4F (F) GGAGAATGTGATACGGGACGC | 6p22.2
HIST1H4F (R) CTCAGCCACCAAAGCCGTAC
SSPN (F) CTGCTTAGTGGCCTATCTTGG | 12p12.1
SSPN (R) CCAGCACACAGACCGTCA
PAX8-AS1(1) (F) CCAATTACCAGGACCTCCAG [2.913
PAX8-AS1(1) (R) GTTCCAGGCACCAGCAGTC

As amostras de RNA total provenientes do banco de macromoléculas
também apresentavam melanina, portanto foi necessaria a utilizagdo do kit
de limpeza para compostos polifendlicos, One Step PCR Inhibitor Removal
Kit (ZYMO Research). O RNA total foi tratado entdo com a enzima DNAse
(DNA-free™ DNA Removal Kit — Life Technologies), seguindo o protocolo do
fabricante. Em seguida, 10ng de RNA de cada amostra foram utilizados em
uma PCR com primers desenhados na regido intronica do gene MLH1
(primer F: 5TGGTGTCTCTAGTTCTGG3S’, primer R:

5'CATTGTTGTAGTAGCTCTGC3"), de forma que a auséncia de
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amplificagdo na PCR (analisada através de um gel de agarose a 1%)
garante a auséncia de DNA gendmico. Apds esta confirmacéo, a sintese de
DNA complementar (cDNA), a partir da hibridizagdo de primers oligo(dT) ao
RNA total foi realizada com o kit SuperScript® Ill Reverse Transcriptase (Life
Technologies), de acordo com o protocolo do fabricante. Uma segunda PCR
com o cDNA, utilizando primers desenhados em éxons distintos do gene
GAPDH (primer F:5 GAAGGTGAAGGTCGGASZ, primer
R:5"GGGTCATTGATGGCAACSI) foi realizada em seguida, de modo que a
amplificagdo de um fragmento com 102 pares de base (auséncia do intron
entre os éxons) garante a converséao eficiente do cDNA.

Para as reacbes de PCR quantitativa, utilizamos o ensaio Power
SYBR green PCR Master Mix (Life Technologies) no aparelho 7900HT Fast
Real time PCR system. As seguintes condi¢gdes de ciclagem foram
utilizadas: 50°C por 2min, 95°C por 10min, seguidos de 40 ciclos de 95°C
por 15s e 60°C por 1min. Um estagio final de dissociacéo foi realizado, a
95°C por 15s, 60°C por 15s e 95°C por 15s. A concentragao 6tima de cada
par de primers foi obtida por meio de reag¢des (em duplicata) de amplificagéo
variando a concentragao dos primers em 200nM, 400nM e 800nM.

O calculo da eficiéncia dos primers foi realizado de acordo com
PFAFFL (2001), através de um conjunto de reagdes (em duplicata) feitas a
partir de diluicbes seriadas (50ng-10ng-2ng-0.4ng-0.08ng) de um pool
formado com os cDNAs de amostras tumorais utilizadas neste estudo. Um
grafico gerado a partir do valor de Ct (Threshold cycle) versus concentragao

de cDNA forneceu uma reta, a partir da qual foi extraido o valor de inclinacao
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desta, utilizado na formula Eficiéncia = 10¢"?ina¢&)_4 = Foram utilizados
apenas primers com eficiéncia igual ou superior a 0,75 (75%).

Todas as reagdes com amostras tumorais foram realizadas em
duplicata, cada gene sendo avaliado individualmente. Utilizamos 10ng de
cDNA em cada reacao Os resultados obtidos foram exportados em uma
tabela para normalizagdo de acordo com PFAFFL (2001). Cada amostra
teve a média do Ct entre as duplicatas calculada, sendo a diferenca maxima
aceita entre os dois Cts de 0,6. Foi calculada entdo a diferenca entre a
média do Ct da amostra calibradora e as amostras testadas (ACt = Ct
Calibrador — Ct amostra) e este valor foi elevado em uma poténcia relativa a
eficiéncia de cada primer[(1+eficiéncia)ACt].

Além dos genes candidatos escolhidos para analise de expressao,
outros trés genes foram adicionados como padrbes enddgenos para
normalizagdo posterior dos dados: GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), ACTB (actin, beta) e HPRT1 (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1). Os niveis de expressao destes genes foram
testados em todas as amostras e uma média geométrica dos valores de 2h¢t
dos trés genes foi calculada pelo programa geNorm (Biogazelle)
(VANDESOMPELE et al. 2002). A combinagdo dos genes ACTB e HPRT

demonstrou um maior valor de estabilidade, sendo ambos entdo usados

para normalizacado dos dados (Figura 10).
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Figura 10 - Imagem do software geNorm mostrando o calculo da

estabilidade dos genes enddgenos. A utilizagdo dos 3 genes testados (GAPDH,
ACTB e HPRT) resultou em uma média de estabilidade inadequada (valor de M >1,5). A

retirada do gene GAPDH resultou em uma combinagado adequada de genes normalizadores
para este estudo (M =1,054).

Para o calculo de normalizacdo de cada amostra, obtivemos
primeiramente a média do valor de 2! dos dois genes normalizadores para
uma dada amostra e calculamos a razédo do valor de 2°“* de um dado gene
pela média de 22Ct dos genes normalizadores.

Com os valores de expressao normalizados de todas as amostras
para cada gene, calculamos em seguida a diferenga de expressao entre os
grupos (fold) formados de acordo com as caracteristicas clinicas e

patologicas dos pacientes, utilizando a raz&o entre a média dos valores de
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expressao dos dois grupos. Para a verificagdo de associagao estatistica nas
diferencas observadas entre os grupos, utilizamos o valor normalizado de
cada amostra em log, no teste T de student (p<0,05) através do software
GraphPad Prism 5.

Para calcular a correlagdo entre os niveis de metilacdo detectados
para os genes selecionados e a correspondente expressao de mMRNA,
utilizamos o valor normalizado de expressdo de cada amostra, juntamente
com a mediana dos valores de B referentes as sondas mapeadas na regido
promotora, 5°"UTR e primeiro éxon de cada gene (extraidos do software
Genome Studio). A correlagdo de Spearman (p<0,05) entre as duas

variaveis foi calculada utilizando o software GraphPad Prism 5.
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4 RESULTADOS

41 INVESTIGAGAO DE ALTERAGCOES CAUSAIS RELEVANTES

NO MELANOMA CUTANEO

4.1.1 Mutacdes de ponto nos genes BRAF, NRAS, KIT e TERT

O sequenciamento de regides dos genes NRAS, BRAF, KIT (éxons
11 e 13) e TERT (promotor) frequentemente mutadas em melanoma cuténeo
foi realizado para avaliar os hot spots desses genes em nossa casuistica,
além das regides adjacentes contidas nos fragmentos amplificados. As
Figuras 11, 12, 13, 14 e 15 compilam as leituras de sequéncias de todas as
amostras para cada gene. E possivel observar que apenas as mutacdes
mais recorrentes na literatura foram detectadas em nossas amostras
tumorais. As trés culturas primarias de melandcitos provenientes de
individuos saudaveis também foram avaliadas para as mesmas mutacoes e,

como esperado, nenhuma alteragao foi identificada.
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DRk RS TTCTTCA T OARGACC T CACAGT AR TGO TOATTTTGRTCTACCTACAGTOARATCTCOATOOATOROTCOOATCAGT TTGAACAGT TI]II‘.HIIHTEEHTTT‘]TMI”

{HiT=A T

Comarmn TTCTTCATGARGALCTCACAGTAMARTAGETGATTTTGOT CTAGCTACAGTGARRTCT COATUGAGT GRGTCOCATEAGT TTGAACAGTTGTCTERATCEATTTTETGGATI

Comie

T T A TAGAD C T e C G TR T AGETEATT T GE T AGE T A A ST TETCRATOOAG T GaETCCEATCAGTTTaAACAGT TETETEEATCEATTTIOTE0AT
T T AT A CAC T A AT A AT A G AT TT TGO T AT A AT CARATCT AT CaAGT RO CCCATCAGT TTGAACAGT TATCTRRATCCATTTTGTRAAT
T T AT GAAGACC T A AG T AAAAA T AGO AT T T T Ga T AGETACACNGARATCTCOATCOAGTCOaTCCCATCAGT TTQAACAGT TATCTCGATCCATTTTGTO0AT
T T AT ARG T A AT AT AT OATTT T OaTCTAGCTACAGTOARATCTCOATOOARTCROTCCCATCAGT TTOAACAGT TATCTGOATCCATTTTGTO0AT
T AT ARG T A AD T AR AT O TT T OO AGCT A A GN AT T COATROAD T OO AT AT T TOAACAATTOTCTOOATCCATTTTOTARAT
T T A T AAGAC T A AL AARAAT AGOT AT TGO AGE T ACACNGARATCTCOA T CaAR T CRaTCCCATCART TTOAACARTTATCTCRATECATTTTATARAT
T T A AT AL A AR A AT T G C AT AC AN ARAT T GAT COAGTCaaTECCATCAGT TTGAACAGTTGTCTGRATCCATTTTGTGRAT
TTETTCATGARGACE TCACAGTARRARTAGGTOATTTTGRTCTAGC TACAGNGARATCTCOATOGAGTGOOTCCCATCAGT TTGARCAGT TRTCTOUATCCATTTTGTGRAT
FTE T TEATRAAGAGC T CACAG T ARARATAGGTEAT T TTCETCTAGETACAGNGAAATCTCaATOEAGTCOETCEEATCAGT TTOAACAGT TETETGEATCEATTTIGTERAT
T TTEA T GAAGACC T CACAG T ARALATAGETEATT T TCETCTAGETACAGNGAAATCT CaATOEAGTCBETCEEATCAGT TTRAACAGT TETETEEATCEATTTIGTERAT
TTETTCATRAADACC TCACADTARARATAGOTOATTTTO0TCTACCTACAGNOAAATCTCOATCOADTOROTCECATCADTTTQAACADTTOTCTOOATCCATTTTOTOOAT
T T AT AAGAC A AL T AT AGGT AT TTT oG TCTAGC TAC AT AAAT CT AT CaAGTORaT CCCATCAGT TTORACAGT TATCTRRATCCATTTTQTORAT
T T A TG AAGA G T A AT AT AT O TTT TG CTAGCTACAGT G ARATCTCGATCGAGT GO TCCCATCAGT TTCAACAGT TATCTGOATCCATTTTGTGRAT
T T AT ARG T A AT AT AT A TTT TG CTAGCTACAGTGARATCTCRATCGART GGG TCCCATCAGT TTGAACAGT TATCTGUATCCATTTTGTGEAT
T T AT A ACAL T A AL T AT AT AT T O TG T A AT ARAT T AT AT O e A TCAGT TTOAACALTTATETORATCCATTTTATORAT
T A ARG YA AT AR AT AT T GG A YA AGT GARAT T CA T CRAG T GG e A TCAGT TTRAACAGT TGTCTGGATCCATTTIGTRGAT
T T AT AAOAC T AL AL AAAAAT ADOTATT TN OO T AGCTACADTOARATCTCOAT COADTOOOTCCCATCAGT TTORACAGTTATCTOOATCCATTTTOTOMAT
T T A T A AL T A A TR T A T AT T T T TG T A AR T AAATC T CRATOaAGTCOa T CATCAG T TTRAACAGTTETETREATCEATTTIONE0AN
T AT ARG T AL AT AR AT CATT IO CYACCTACAGTCARATCTCCATCCACTCCCTCCCATCAGTTTCAACACT TETCTGCATCCATTTTGTCCAT
T T A T GGG C TG AR T RGO TEAT T T TG a T TG T AL G T AAATC T CaATGOAGTGRGTCCCATCAGT TTRAACAGT TOTETGEATCEATTTIOTERT
T T A TR TR T AT RGO T T T TGt TG T AL AT ARATC T CaATOOAGTORET e AT CAG T TTRAACAGTTaTETREATCEATTTIATERATI
T T ARG G T AL AG TR T A TG T T T GG T TG T AT G AAA T T AT OaAG TG T TG T TTRAACAGT TETCTGOATCCATTTTGTGRAT
T AT ARG T A AT AT AT OATTT TGO TAGCTACAGTOARATCTCOATOOAGTCOOTCCCATCAGT TTOAACAGT TATCTOOATCCATTTTOTO0AT
T AT AT AL A T AT AT AT T AT AT ARAT T COAT AT e AT AT YT AACAGT TETETGOATCCATTTTATERAT
T T AT ARG AC T AT A G AT TTTGG T AGCTAC AT GARATCT AT CaAGTCRET CCCATCACT TTGRAACAGT TGTCTGRATCCATTTTGTCRAT
TG T AT GAAGAC T A AG T AAAAAT AGD AT T TR OO T AGC T ACAGTGARATTCOATOOAG T OOOTCCCATCAGT TTORACAGTTATCTGAATCCATTTTGTOMAT
T AT ARG T A AT AT AT AT T T CT A TAC AT ARAT T COAT oA TR0 TCC AT AT TTOAACAT TATCTOOATCCATTTTOTA0AT
T AT ARG T AL AT AR ARG AT TG AT A AT AR T CCAT AL TG T CATCAG T TTRAACAGT TTCTGOATECATTTTGTERAT
T T AT GAAGAC G TCACAG T AR AT RGO T GATTTTOUTCTAGCTACAT AAATCT COA TOaAGTOR0T CCCATCAGT TTOAACAGT TRTCTRRATCEATT TTQTORAT

Figura 11 - Alinhamento dos sequenciamentos do éxon 15 do gene BRAF
com a sequéncia de reféréncia RefSeq Acession number NG _004333.4,

utilizando o software CLC genomics workbench. A sequéncia em detalhe ¢ relativa
ao éxon 15 do gene BRAF, com a mutagao 1799T>A destacada pela seta a esquerda. Na
regido superior da figura, a sequéncia ReFSeq correspondente a este éxon do gene
BRAF;na parte inferior da figura, cada linha representa o sequenciamento de uma amostra

de DNA tumoral independente.
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NS RefEag ARCCTOTTTGTTOGACATACTOOATACACTCOACAACARCAGTACACTGCCATCAGACACCAATACATGAGACAGOL GARCACTTCCTCTGTGTATTTGLCATCARTAAT

N

Cowris ARG TG TG TTOGACATACTOOATACAGETOBACALGAAGAGTACAGTGECATCAGAGACCAATACA TG AGGACABOERANGGE TTELTETATOTATTTGEEATCATAAT)
Cow

RACCTOTTTGTTGGACATAC TO0ATACAGLTCOACAAGRAGADTACAGTOCCATGACAGACCRATACATOAGCACAGGL GAAGE T TCCTETRTGTATTTGCCATEARTART)
AACCTATTTGTTAGACATAC TOGATACADCTGGACNAGAAGAGTACAGTOCCATGAGAGACCAATACATGAGGACAGGE GANGACTTCCTCTRTATATTTGRCATCARTART)
AACCTOTTTTTOOACATACTOCATACAGCTOOACAADAACADTACADTOCCATCAGACACCAATACATOAGACADOCOAACOCTTCCTCTRTGTATTTOCEATCARTAAT
ARCCTOTTTOTTOGACATACTOCATACAGCTCOACAADARCAGTACADTGCCATCAGACACCAATACATOAGIACADGLORACOCTTCCTCTRTGTATTTOCCATCARTART
ARCCTGTTTGTTGOACATACTORATACAGE T GOACRAGARGAGTACAGTGCCAT GAGAGACEARTACATRAGRACAGGEGARGGETTCCTCTGTGTATTIGECATERRTART)
AAECTET TG GRACATACTCRATACAGCTCUACRARAACAGTACARTGECAT CAGRGACCAATACATEAGCACARGEAAGEE T TCCTCIGTATATTTGEEATEAATAAT
ARCCTGTTTATTGGACATAC TO0ATACAGC TOGACMAGAAGAGT ACAGTCCCATGAGAGACCAATACATAGRACAGGCGARGEC T TCETC TGTATATT TGCCATCARTAAT )
ARGLTATTTATTGOACATACTGOATACAOCTOGACHAGARCADT AGAGTOCCATGRGACACCAAT AGATOACOACAGOCGRAGOLTTCETCTATATATT THECATCART ART
ARCCTOTTTATTOOACATACTOCATACACCTOOACAARAACADTACADTOCCATCAGACACCAATACATOACOACADOLORACEL TTCETCTTATATTTRLEATEAATAAT
ARCCTGTTTGTTGEACATAC TGGATACAGCTGRACRAGAAGAGT ACAGTGCCATGAGAGACCAATACATGAGRACAGGCGARGEC TTCETCTGTGTATT TRECATEARTART
ARCCTOTTTOTTOOACATACTOOATACADCTOOACAADARDADT ACADTOCCATCADACACCAATACATOACOACADOCOAACOCTTCCTCTOTATATTTOCEATCARTART)
ARCCTUTTTATTOQACATACTORATACAQCTCOACAAQAAQARTACARTOCCAT QAQRCACCAATACATOAGIACAROLOAAGRLTTCCTETATATATTTRCCATCAATART)
AACCTAT TG TGRACATACTGRATACAGCT COACARGAAGADTACAGTGECATGAGRGACCAATACATEAGCACAGRLCAAGECTTCCTCTATATATTTGECATEARTART
ARCCTGTTTATTGGACATAC TOOATACAGCTOOACRAGAAGAGTACAGTGCCATORGACACCAATACATCACOACAGGLGRRGOCTTCETCTATATATT THCCATCARTART
ACETATTTATTGOACATAC TOOATACADCTOOACAAGAAGAGTACAGTECCATONOAGACCAATACATEAGRACAGGCAAAGEC TTCCTCTATATATTTRCCATEART AAT
ARCCTCTTTGTTCoACATACTCCATA AGCT oA AAGAAGACTACAGTGCCATCAGAGACCAATACATCAGCACACGLCAACCCTTCCTCTRTGTATTIGECATCARTART)
ARCCTOTTTOTTOOACATACTOOATACAGCTOOACAADAADADTACADTOCCATADRCACCAATACATOADACADOCORAGOCTTCCTCTATATATTTOCCATCARTART
AR ETGTTTG T T aOACATAG TORATACAGL TGOACAAGARGAGTACAGTGCCATCAGAGACCARTACATGAGGACAGRLAAMBRCTTCCTCTGTATATTTGECATEARTART)
AAECTET T TG TGRACATACTGRATACAGETCUACAAGAAGAGTACAGTGECATCAGRGACCAATACATEAGACAGREAAGEETTCCTCTATATATTTGECATEAATAAT)
AACCTOTTTOTTOOACATACTOOATACAGCTCOACAAGAAGAOTACADTOCCATCAGAGACCAATACATOAGOACAGOCRAGOCTTCCTCTGTGTATTTOCCATCARTAAT)
ARCCTGTTTATTGOACATAC TCOATACAGCTORACRAGRAGAGTACAGTCCCATRAGAGACEAATACATCACACAGGLGARGECTTCETCTATETATTTRECATCARTART,
ARCCTCTTTGTTOOACATACTCCATACAGCTCOACAAGAACACTACADTGCCATCAGAGACCAATACATCAGCACACGLAACCCTTCCTETGTGTATTTGECATEARTAAT
AACCTRTTTGTTGGACATACTGRATACAGCT GRACAAGAAGAGTACAGTGCCATGAGAGACCAATACATEAGGACAGGLGAAGGLTTCCTCTRIGTATTTRCCATCAATART)
AT T T A AT A OO AT A AGCT oA CAA DA AL TACADTCCAT AR CACCAATACATOAGQACADOLOAACOLTTCCTETTATATTTRCEATECARTART)
ARCCTOTTTOTTOOACATACTORATAC AQCTOOACAADAACADTACARTOCCAT CACRCACCAATACATOAGACAROCOAACOCTTCCTCTRTATATTTRCCATCARTAAT
ACCTGTTTGTTAGACATAC TORATACAGC T GRACARGAAGAGTACAGTGECATGAGAGACEAATACATRAGRACAGGEGALGGE T TCCTCTGTATATTTIGECATERRTART)
ARCCTGTTTGTTGGACATAC TGUATACAGCTGGACRAGARGAGTACAGTGCCATGAGAGACCAATACATGAGGACAGGLGARGECTTCETCTATGTATT TGCCATCARTART
AACCTATTTATTOGACATACTOGATACAGCTGOACAAGRAGAGTACAGTGECATGAGAGACCANTUCATAAGGACARGE GANGACTTCETCTRTATATT TGCCATCAATANT)
ARCCTOTTTOTTORACATACTOOATACAGCTOOACAADAADADT ACADTOCCATOADRGACCAATACATOADOACADOCOARDACTTCCTCTRTATATTTOCCATCARTART)
ARCETOTTTOTTOOACATACTOOATACADCTOACAADAADADTACADTOCCATQADRACCAATACATOADACADOEOAADOGTTCETCTATATATTTOCEATEARTART

Figura 12 - Alinhamento dos sequenciamentos do éxon 2 do gene NRAS
com a sequencia de referéncia RefSeq Acession number NG 002524 .4,

utilizando o software CLC genomics workbench. A sequéncia em detalhe ¢ relativa

ao éxon 2 do gene NRAS, com a mutacado 182A>N destacada pela seta. Na regidao superior
da figura, a sequéncia ReFSeq correspondente a este éxon do gene NRAS, e na parte

inferior da figura cada linha representa o sequenciamento de uma amostra de DNA tumoral

independente.
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G

b IO T T CART TT TR 0L TOCEA T T T A AL SO OE LT AT T AN TEAAND T CC TOART TRECT TOGTARTCACATCAATAT TATOAATCTACTTGOAGCE TOLACCAT TORATATI
AATOEATATTTCEARTTTTAGEOADTOEECAT TTOACADAAC GOBARDECETCATOT CTARACTCARMGTCETOABT TACCTT QAT AATEAEATRAATATTOTERATETALT TO0AGEE FACARERT TORAAETAY
AATOCATATT TCCAATT T AGCOAGTOOCEAT TTOACABAAD COOANDECETCATOTCTOAACTCARAGTCE TOART TACE T TOBTAATCACATGAATAT TOTOAKTCTALT TOOAGCE TOCACCATTORARETHY
AatgEAtaTTTCEAATTTTAGCABTaCEATITRACABAAC BERARGECETEATET CRRRACTEAMAGTECTRABT TACCTTAETAARCACATRAATATATETETALTFRAASES FaACARENT TORAETA)
ARTGEATGTT TG CAATT T T AG DG TGOCEAT TTGACAGAAL CaBANGECE T CATOTCTOKACTCAKRAGTCE TOAGT TACCTTGGTAATCACATGRATAT TGTOAKTCTALT TGOAGEE TACACCATTORAGETAY
AATOEATGTT TCCAATT 1T ADCOAGTOOCEAT 1 TGN CABAAC GABANGECETCATOTCTOKACTCARAGTCETOAGT TACCTTOBTAATCAEATENATAT TGTOAKTC TACT T0AGEE TACACEAT TORNGETAY
AR AT IO AT T A C A OO Er AT 1T OA DAL GO AN CE T CATOT T OhACT CARARTCE TOART TACCT OO AATCACATRKATATTOTOAKTCTALT TO0AGEE TACACCATTORABETA)
AATOEATRTTTCEAATT T AGCOABTRECEAT TIOACADANE CAARDECETEATOTCTRRACTCARRGTCE TOART TACCTTRRTAAT CACATRARTATTATGRATCTACT TR0AGEETOCAREAT TORAGETAI
ARTOEATATTTCCARTTTTAGCOADTOCCEAT TVOACADAAE GOBARDECETCATOTCTRAACTCARRATCE TOART TACCTTQOTAATCACATRARTATTOTORATCTACTTR0ADCETOCATEAT TRRRADTAI
AATEATGTTICEAATTTTAGEOASTOCEATTRGACABAAL GhAANDS CETCARETCTRRALTEARAGTE TRAGT TACCTTRETAARALATEAATAT A TEAATE TAL T PRAAGES PaCAREAT TORAGE T
AATGEATGTTTCCAATT T TAGCGAGTGOCEAT TTGAAGAAL CAGANGECCTCATGTCTGAACTCARAGTCE TGAGT TACC T TGGTAATCACATGRATAT IGTGAKTC TALT TGGAGES TGCACCAT TCRAGGTA
AATOCATATTTCCAATT T TAGCOAGTOOCEAT 1TOAC ABAAC BABAAGECETCATOTCTOKACTCARAGTCE TOAGT TACCTTABTAATCAEATAAATAT TOTOAKTC TACT TR0AGEE TACACEAT TORNGETAY
AT TATTTCCAAT T T AGCOAGTOCEEAT TYOACABANE AR CC T EATOT CTGRAGT CARAGTCETOART TACCTTRBTAAT CACATRARTATTOTQRATCTACTTROARLETOCACEATTORAROTW
AATOCATATT IO CAATT T AGCOAGTOO0AT TTEACABAAL CAOANDEC0TCATOTCTOAACTCARAGTCETOAGT TACCTTORTAATCAEATARATAT TATOAKTCTACT TR0AGEE TACALEATTORABETAY
AT TATTTCCAATTTTAGCOABTOCEEAT TVGACABAAL GABARDECT TEATOT CTRAACT CARRATCE TOART TACCTTRATAATCACATRARTATTOTQRATCTACTTGOAGEETOCACAT TORRGATAI
AATGERTETTTCEAAT TT TAGCAAGTOCEEATTRGNCAGANG GRGAAGECETERTATERGNACTCARAG TETRARTTACCTTRRTANTCACATRAATATTETEAATETALT T GARGCE TACAREAT TERAGETI
AT T AT T A C BT EE A TIah LA AL e T AT RS T ARTEE T RART TACETT AR AATEACATRAATAT FATERLTETAETTRAAGEE FARAREAT TORARBETL
AATGEATGTTTCCAATT T TAGCGAGTGOCCAT TTGACAGAAC GRGANGECETCATGTCTONACTCANAGTCE TRAGT TACCTTGGTAATCAEATERATATTGTGANTC TACT TGEAGCE TACACEATTORNGETI
AATOEATATTTCEAATTTTAGCOABTACEEAT TTANCADAAC BRBANDECETCATOT CTRNACTCARAGTE TOABT TACETTAATAATCAETSAATAT TOTEANTE TACT TRAABES TACAREAT TORAGETAY
AT EATRTTTCCAATTTTAGCOAGTOCRCATTTGACAGAAL CGANGE CETCATOT CTGAACTCARAGTCETOART TACCTTORTAATCACATRRATATTGTOANTCTALTTGOAGEL TOCACCATTORARITH
TR TT T AAT T TGO G TOCE AT TYGA LA AR CT T EATOT C G ACT CARRQT T OAG T TACCT QBT AAT CACATRARTATTOTORATCTAC T TGOARTEOCACAT TORRBE T
AT T T T AAT T T A COA G TG EC AT T T QA AN AR CC T CATOT L ORAGT CAKAGTCE TOAGT TACCTTRETAATCACATRARTATTO O TCTALT TGOABCE IOCALCAT TORKAGTA
AATGEATATTTCEAATTTTAGCOAGTOCEEAT TTGACABAAS SOdARGEEETCATOT CTONACTCANAGTCETOAGT TACCTT QBT ANTCRETRAATATTETOANTE TALT TOOAGEE TACARERT ToRAGETM
AATGEATETTTCCAAT TT TAGCRAGTOCEEATTRGNCAGANG CECAAGECETERTGTERGhACTCARAGTEC AR T TACCTTERTAATCACATCRATATTCTEANTETACT T CAAGCE TAEALCAT TERAGETS
AATOEATATTTCEAATTTTAGEOAGTOCEEAT TTaAC ADAAL bdARGECETCATOT CTARACTCANAGTC T OAGT TACCTTAATAATCREToRATAT TATERNTE TALT TabAGEE FACALET TodAaTM
AATOCATGTTTCCAATTTTAGCOAGTODCAT TTOACADANL BOOARDCCCTCATOTCTORACT CARAOTCE TOABT TACCTTOBTAKT CACATRARTATTOTOAATC TACT TO0ABCCTOCACCATTORAROTA
AATEEATATTTCCAATTTTAGOOAGTEO0EATTTGACAGAAC GoBARGECETEATET CRRRACTEAMAGTECTRAGT TACCTTAETAATCRETRRATATTATERATETALT TRAAGES FACAREAT TORMGETA)
AATGCATGTTTCCAATTTTAGCOAGTGCCAT TTGACAGAAL GaGARDCCCTCATOTCTGRACT CAKNGTCE TOAGT TACCTTOBTAATCACATGARTATTGTORATCTACT TGOARCCIGCACCAT TOBKEGTAI
AATOEATATTTCEAATTTTAGEOADTOEEEAT TTOACADAAE BhdARDECETEATOT CTARACTCARRATEE T 0ART TACET TABTAAT CACATEARTATTAT0RATETACT T B0RBEETOCACEAT TORAGETMI
A T AT T GO AT YT A A AT A CT AT T AR TACTT QR AAT A ATRAATATTATORATETAE T TORAREE TACAREATTORAGETW

Figura 13 - Alinhamento dos sequenciamentos do gene KIT (éxon 13) com a
sequencia de referéncia a RefSeq Acession number NG 000222.2,
utilizando o software CLC genomics workbench. A sequéncia em detalhe é relativa
ao éxon 13 do gene KIT, e mutagbes nao foram identificadas nas amostras. Na regido
superior da figura, a sequéncia ReFSeq correspondente ao éxon 13 do gene KIT, e na parte
inferior da figura cada linha representa o sequenciamento de uma amostra de DNA tumoral

independente.
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Congaras GARACCCATGTATGRAGTACAGTRARAGRTTOT TGAGRAGRTALATGRARACAATTATGT TTACATAGACCCRAL lFHiTEUTMﬂTC“m TEROGARTTTECCAGARACAGOCTGARTTTTGL

Lreage

ARG AT AT GRS A AR T O ADE T T T TOAGBAGATAMA T BARAC AT TATE T T ACATABACECAREACAACETCE TTATOATEACANATE0AART TTECCABRANCABBETAABTTTTA!
OARACCCATATATOARDTACAGTOAAGET TAT TOAGOAGATARATOOARAACARTTATARTTACATAGACCOARCACARCTTEETTATOATCACAARTAORATTTECCAGRAMCADOET QADTTT ThY
GARACCCATOTATOAADTACADTOOAMDETTOT TOAGOAGATARATOOARAACARTTATAT TTACATAGACCCAACACARCTTEETTATOATCACAARTGOOAGTTTECCAAAACADDETQARTTT T0Y
BARAGCEATET AT ARG T ACAGTOAAGET T TGAGGAGATARATEGAAACARTTATER TTACATAGACCCAACACAACTTEETTATEATCACAAATGOGAGT T TECCAGAAACAGEETGAGTTT TEY
GARACCCATGT AT GAAG T ACAG T OGANGGT TG TGAGCAGATARATGOARACARTTATGT TTACATAGACCOARCACAACTTCETTATOATCACAARTGOGAGT T TECCAGRAMCAGOETGAGTTT Tal
GARACCCATGTATGAAGTACAGTGERAGGT TGT TGAGGAGATARATGGARACARTTATGT TTACATAGACCCAACACKACTTCCTTATGATCACKANTGEGAGT T TECCAGRALCAGGLTGAGTTT TGl
GARACCCATGTAT GG TACAGTOGAAGET TGT TGAGGAGATARATGGAAACARTTATET TTACATAGACCCAACACKACTTEETTATEATCACAANTGOGAGT T TECCAGRALCAGGETGAGTTT T6]
GARACCCATOT AT ONAGTACAGTOOAMGET TOT TGAGGAGATARATGOARACARTTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCETTATOATCACKAKTGOGAGT T TECCAGRALCAOGETGAGTTT T6Y
GANACCCATGT AT GAAGTACAGTGAAGGT TGT TGAGGAGATALATGGARACA TTATGT TTACATAGACCOAACACKACTTCO T TATGATCACRAKTGOGAGT TTECCAGAALCAGGLTGAGTTT 1G]
GARACCCATATATGAAGTACAGTOOANGAT TOT TOAGGAGATARATGRARACARTTATGT TTACATAGACCCAACACKACTTCCTTATOATCACAAATGOOARTTTCCCAGRAACADOETOAGTTT TOY
GARACCCATOTATGAAGTACAGTOGRAGGT TGT TGAGGAGATARATGHARACARTTATGT TTACATAGACCCAACACKACTTCOTTATOMTCACKAKTGOGAGT T TCCCAGAAKCAGGLTGAGTTT TGl
GARACCCATOTATCAADTACAGTOOAMGET T TOAGCAGATARATGRARACARTTATGT TTACATAGALCCAACACARCTTCCTTATCATCACAAATEOOAGTTTCCCAGRALCACRETCARTTTTE]
ARG CATATAT GO TACAGT OO ARaT T TOAGGAGATARATORAAACARTTATET TTACATAGACCCAACACRACTTCETTATOATCACARATGOOARTTTECCAGAAACADDETGARTTT TO)
GARACCCATATATOAADTACADTOAAGET TAT TOAGOABATARATOOARACARTTATAT TTACATAGACCCAACACARCTTECTTATOATCACAARTGOGAGT T TECCAGAAACADOETGABTTT TaY
GARACCCATOTATOAADTACACTOOAACET T TCACCAGATARATGOARACARTTATET TTACATAGACCCAACACAACTTCETTATOATCACAARTGOOAGTTTCCCAGAALCACOETQARTTT TEY
OARAGCCATOTAT CAADTACAGTOOANaT T TOAGCAGATARATOOAAACARTTATET TTACATAGACCCAACACRACTTCETTATOATCACAAATGOOARTTTECCAGRALCADDETQAGTTTTEY
GAKECCATATATOAMG TACAGTOARAGET TOT TOAGGAGATAAATGRARACARTTATATT TACATAGKECOARCACARCTTCCT TATOATCACANATGOGAGT T TECCAGARACAGAETGAGTTT Ta(
CARACCCATGTATCAAGTACAGTLEAMGET TET TGAGCAGATARATGGAAACARTTATER TTACATAGACCCARCACRACTTEETTATGATCACAARTGOGAGT T TECCAGRAACACGETGAGTTT 16
GARACCCATaT AT oG TGS T OOAAGGT TOT TGAGRAGATALATOGAALCALTTATET TTACATAGACCOAACACUAGTTEETTATEATCACAAATROGAGT T TECEAGAALCABGET GAGTTT TEY
GARACCCATATATGAAGTACAGTOGRAGGT TGT TGAGGAGATALATGRARACARTTATGT TTACATAGACCCAACACKACTTCCTTATOATCACRANTGAGAGT T TECCAGAALCAGGETGAGTTT TGl
GRARE CEATGTATGAMG TACAG TGORAAGET TGT TEAGGAGAT AAATCGEARRCARTTATETT TACATAGAE COARCACARCTRCCT TATGATCACANATGEGAGT T TECCAGLAACAGEETGAGTTT TG(
GARACCCATOTATOAADTACAGTOOAMGGT TOTTOAGOAGATARATOOARACAATTATGT TTACATAGACCOAACACKACTTCCTTATOATCACAAATGOGARTTTCCCAGRARCADDETQARTTT TG0
GARACCCATOT AT OAAGTACAGTOANGGT TT TGAGGAGATALATGGARACARTTATGT TTACATAGACCCAACACKACTTCETTATOATCACKAKTGOGAGT T TECCAGAALCAGGETGAGTTT 1G]
GARACCCATGT AT GAAG TACAG T GGANGGT TGT TGAGGAGATARATGGARACARTTATGT TTACATAGACCCAACACKACTTCCT TATGATCACAANTGAGAGT T TECCAGAALCAGGETGAGTTT TG
OANACCCATOTATOAADTACADTOOAADOT TOT TOAGOAGATARATOOARACARTTATOT TTACATAGACCCAACACKACTTCETTATOATCACAAATGOOANTTTECCAQAAACADDETQABTTT TOY
GARACCCATATATOAADTACAGTOGAAGET TGT TGAGGAGATALATAHARACARTTATGT TTACATAGACCOAACACKACTTCCTTATOATCACAAATGOGAGT TTCCCAGAAACADBLTGAGTTT 1G]
GARAGCCATOTATCAACTACACTOOAMET T TCAGCAGATARATCRARACARTTATET TTACATAGACCOAACACRACTTCCTTATCATCACAARTGOOAGTTTECCAGRAACACRETCAGTTTTEY
OARAGCCATOTATOAADTACADTOOAADAT TOT TOAGDAGATARATOOARACARTTATAT TTACATADALCCAACACARCTTEE T TATOATCACAARTAOOARTTTECCAORAACADDET QARTTT TOY
GARACCCATOTATOAADTACADTOOAMDET TOT TOAGOAGATARATOOARRCARTTATAT TTACATADACCOAACACAACTTCETTATOATCACAARTGOOADTTTECCAGAAACADDET QABTTT T0Y
GARAGCCATGT AT ARG TACAGTGAAGET T TGAGCAGATARATGGARRCARTTATET TTACATAGACCCARCACRACTTCCTTATCATCACAARTGOGAGTTTECCAGRAACACEETCAGTTT 16
ARG AT T AT A A AT A aT T T A CAGAT AR TOOAAA AR T TATET TTACATABALCOAACACAACTTCE T TATOATCACAAATGO0AGT T TECCAGRALCADBET DARTTT TEY

Figura 14 - Alinhamento dos sequenciamentos do gene KIT (éxon 11) com a
sequencia de referéncia RefSeq Acession number NG 000222.2, utilizando o

software CLC genomics workbench. A sequéncia em detalhe é relativa ao éxon 11

do gene KIT, com mutagdo apontada pela seta. Na regido superior da figura, a sequéncia
ReFSeq do éxon 11 de gene KIT, e na parte inferior da figura cada linha representa o

sequenciamento de uma amostra de DNA tumoral independente.
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Figura 15 - Alinhamento dos sequenciamentos da regido promotora do gene
TERT com a sequencia de referéncia RefSeq Acession number

NG_198253.2, utilizando o software CLC genomics workbench. A sequéncia

em detalhe é relativa a regidao promotora do gene TERT, com as diferentes mutagbes

indicadas pelas setas. Na regido superior da figura, a sequéncia ReFSeq da regido
promotora do gene TERT, e na parte inferior da figura cada linha representa o

sequenciamento de uma amostra de DNA tumoral independente.

Sumarizando os resultados do sequenciamento, a maioria dos
melanomas primarios (60%; 12/20) apresentou mutag¢ao na regido promotora
do gene TERT, 35% (7/20) sdo mutados em BRAF, 20% (4/20) sdo mutados
para o gene NRAS e 5% (1/20) apresentaram mutacdo em KIT. As mutagdes
nos genes da via MAP-quinase (BRAF, NRAS e KIT) foram mutuamente

exclusivas.
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4.1.2 Delegoes genomicas de CDKN2A

A pesquisa de microdelegdes revelou alteragdo no gene CDKNZ2A em
10/20 (50%) tumores primarios. Destes, 8 apresentaram delecdo em
heterozigose (4T, 5T, 13T, 20T, 25T, 30T, 32T, 34T) e 2 tumores
apresentaram delecdo em aparente homozigose (3T e 15T). O tumor
identificado como 30T apresentou as sondas relativas ao gene CDKNZ2A
com valores um pouco abaixo 0,7, indicando delecao possivelmente em
mosaico de baixo nivel. A figura 16 ilustra alguns dos casos encontrados no

estudo.

sem alteragdo de numero de cépias nas sequéncias investigadas:
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(a) trés exemplos de delegdes dos genes CDKN2A ou CDKN2A e CDKNZ2B:
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Figura 16 - Graficos do numero relativo de cépias das regides génomicas

investigadas para a presenca de microdelegbes em tumores primarios. Em
cada grafico,as barras verticais (azul claro) entre as linhas horizontais indicam a faixa de
valores relativa ao nimero de copias diploide para cada sonda, com os respectivos desvios
padrdo dos DNAs-controle testados no experimento. O eixo Y representa o niumero de
copias relativo para cada sonda - o valor 1 representa numero de cépias dipldide. Cada
circulo representa o numero de cépias estimado de uma determinada sonda para a amostra
analisada — sondas ordenadas de acordo com o mapeamento genémico. No primeiro grafico
(a), a amostra 26T apresenta numero de copias normal para as sondas do gene CDKN2A. A
partir de (b), o segundo grafico exibe dados da amostra 15T, que apresenta apenas as
sondas relativas aos genes CDKN2A/2B deletadas em homozigoze (circulos vermelhos),
enquanto que 3 sondas mapeadas no gene MTAP estao amplificadas(circulos azuis); no
terceiro grafico, as sondas dos genes CDKN2A/2B indicam uma delecdo em heterozigose,
enquanto que no ultimo grafico, as sondas do gene CDKNZ2A e também sondas mapeadas

em genes adjacentes, indicam uma dele¢cdo em mosaico de baixo grau.
4.1.3 Inativacao do gene CDKN2A por metilagao de promotor
Os nives de metilagdo do DNA na regidao promotora do gene CDKNZ2A

foram estimados por pirosequenciamento de um framento contendo sete

dinucleotideos CpGs. Os valores das medianas de metilacdo para os sete
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CpGs de cada amostra encontram-se na Tabela 1. Cinco dos melanomas
testados, sendo 3 tumores primarios e 2 metastases, exibiram nivel de
metilacdo >25%, compativel com inativagdo do promotor de uma das cépias

de CDKNZ2A.

Tabela 1 - Mediana do nivel de metilagdo (%) de 7 CpGs representativos do
gene CDKNZ2A nas amostras investigadas.

D Mediana metilagao D Mediana metilagao D Mediana metilagao
(%) (%) (%)
3T 0 22T 0 4M 1
4T 0 24T 6 8M 2
5T 32 25T 0 12M 26
7T 1 26T 13 15M 2
8T 0 27T 47 16M 1
12T 0 29T 0 22M 2
13T 0 30T 1 30M 57
15T 1 32T 0 CT71 1
16T 0 33T 72 CT87 0
20T 1 34T 3 cr 0

305

As amostras CT-71, CT-87 e CT-305 sao culturas de melandécitos primarios derivadas de

individuos saudaveis.

4.1.4 Sumario da investigacao de alteragcées genéticas e epigenéticas
reconhecidamente causais no melanoma cutaneo

Considerando-se todas as alteragbes genéticas e epigenéticas de
genes drivers investigados até este ponto do estudo, elaboramos um painel
exibindo um sumario do perfil de tais mutagcbes no grupo de melanomas

primarios (Figura17).
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- Hipermetilagio do promotor de CDKN2A
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Figura17 - Espectro de mutagdes drivers nos melanomas cutaneos primarios investigados. Os melanomas primarios estdo
representados em colunas e cada linha indica uma mutagao especifica investigada neste estudo. Sdo apresentados os resultados das mutagdes
pontuais investigadas por sequenciamento, delegbes no gene CDKNZ2A e o status de metilagao da regiao promotora do gene CDKNZ2A investigado
por pirosequenciamento. pT4: tumores com mais de 4mm de espessura. Nao acral: Extensivo superficial, desmoplasico, nodular e lentigo.
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Com relagdo aos tecidos metastaticos investigados, dois
apresentaram mutagcao em BRAF, um apresentou mutacdo em NRAS e um
possui mutacdo em KIT. Além das mutagées em genes da via MAP quinase,
trés tecidos metastaticos apresentaram mutagdes na regido promotora do
gene TERT. Apenas um tecido metastatico (15M) possui delegdo do gene
CDKNZ2A, a qual estava ja presente no tumor primario pareado (15T),
também em homozigose. As amostras metastaticas 4M e 30M apresentaram
mediana de numero de copias do gene CDKNZ2A proxima a 0,7, indicando
delecdto em mosaicismo, enquanto que o0s tumores primarios
correspondentes (4T e 30T) apresentaram delegdo em heterozigose. Ao
analisarmos todas as alteragdes estudadas nos casos pareados,
observamos divergéncia entre o tecido primario e a metastase em dois
casos: (12T/12M), com a aquisicdo de hipermetilagcdo de promotor de
CDKNZ2A na metastase, e (30T/30M), com aquisigao de mutagdes em BRAF
e TERT, e ganho de metilagdo no promotor de CDKNZ2A. O perfil de
mutagdes drivers nos tumores primarios e suas respectivas metastases

pareadas encontra-se na Figura 18.
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Legenda: Legenda:
B viutacio pontual B acral
Delecdo do gene CDKN2A -NED acral

B Hipermetilagio do promotor de cDkNza [ Ndo dlassificavel
* Delegdo em mosaico do gene COKN2A
- Delecdo e hipermetilagdo em CDKN2A

Figura 18 - Espectro de mutagoes drivers nos melanomas primarios e suas metastases pareadas. Os melanomas
primarios e metastases derivadas séo representados pelo mesmo numero seguido pelas letras T e M, respectivamente. Sdo apresentados os
resultados das mutagdes pontuais investigadas por sequenciamento, delegdes no gene CDKNZ2A, e o status de metilagdo da regido promotora do
gene CDKNZ2A investigado por pirosequenciamento.
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4.2 AVALIAGAO DOS NIVEIS DE METILAGAO DO ELEMENTO

REPETITIVO LINE-1

O calculo da mediana dos quatro dincucleotideos CpG contidos na
sequencia LINE-1 investigada encontra-se na Tabela 2, e os graficos
correlacionando a mediana dos niveis de metilagdo dos tumores com as
caracteristicas clinico-patolégicas encontram-se na figura 19. Podemos
observar que tumores mais espessos (estadiamento pT4), bem como
aqueles que desenvolveram metastase a distancia, exibem uma tendéncia a
perda de metilacdo do elemento LINE-1, apesar de nao atingir significancia

estatistica.

Tabela 2 - Mediana da porcentagem de metilagdo de 4 CpGs
representativos do elemento repetitivo LINE-1 nas amostras investigadas.

mediana metilagao

ID mediana metilagao (%) ID (%) ID mediana metilagao (%)
3T 58 227 75 4M 67
47 67 24T 72 8M 57
5T 79 25T 50 12M 66
T 68 26T 63 15M 47
8T 66 27T 48 16M 68
12T 74 29T 74 22M 77
13T 69 30T 65 30M 51
15T 30 32T 68 CT-71 71
16T 67 33T 46 CT-87 74

20T 48 34T 76 CT-305 73
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Figura 19 - Distribui¢cdo dos niveis de metilagado do elemento repetitivo LINE-

1 de acordo com caracteristicas clinico-patoléogicas dos melanomas

cutaneos. Os dois primeiros graficos comparam os nives de metilagdo entre os tumores

primarios e o0s melandcitos normais, e entre os tumores primarios e metastases,

respectivamente. Os dois graficos intermediarios comparam os niveis de metilagdo entre

tumores mais (T4) ou menos espessos(T1-T3) e entre tumores com ou sem ulceragéo. Os

dois ultimos graficos comparam os nives de metilagdo entre pacientes que desenvolveram

ou nao metastase para linfonodos ou metastase a distancia,respectivamente.
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Dos 20 pacientes analisados, 5 apresentaram a mediana de
porcentagem de metilagdo de LINE-1 menor que 50% (15T, 20T, 25T, 27T,
33T), com destaque para o paciente 15T, que apresentou uma mediana de
29,5%. Vale ressaltar que quatro dos cinco pacientes apresentaram tumores
com mais que 4mm de espessura (informagado indisponivel para um

paciente), todos portadores de alteragdes no gene CDKNZ2A.

4.3 PERFIL GLOBAL DE METILAGAO DE DNA NO MELANOMA

CUTANEO

4.3.1 Anadlise de metilagao diferencial entre melanomas primarios e
melanécitos de individuos controle utilizando a pipeline ChAMP

A comparagdo entre tumores primarios e cultura primaria de
melandécitos normais usando a analise de metilacdo diferencial ChAMP
identificou 174 DMRs, totalizando 890 sitios CpGs, a maioria (92%)
hipermetilada nos tumores. Os sitios hipometilados nos melanomas estao
associados a 9 genes, enquanto que os sitios hipermetilados estao
relacionados a 105 genes. Independentemente do padrdo de metilagéo
(hiper ou hipometilagdo), a grande maioria das DMRs identificadas em
sequéncias génicas estdo mapeadas em exons e introns (corpo génico ou
gene body, 5°'UTR, fisrt exon, 3'UTR - 60% dos eventos), excluindo regides
promotoras. Outra grande parte dos sitios CpGs diferencialmente metilados
(25%) esta mapeada em regides intergénicas. A Figura 20 esquematiza os

achados dessa primeira analise, mostrando a distribuicdo dos sitios CpGs
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que compdem as DMRs identificadas utilizando a pipeline ChAMP, de
acordo com o mapeamento da sonda em relacdo ao posicionamento
genbmico. As sondas sdo relacionadas ao contexto génico (regido
intergénica (IGR), regides promotoras como TSS1500, TSS200, 5’'UTR e
primeiro éxon, corpo do gene e 3’'UTR) e também a localizagao de ilhas CpG
e consequente concentragdo de CpGs no segmento (associada a llha CpG,

Shore CpG ou Shelf CpG, nao associada a ilha CpG(none)).
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Figura 20 - Padrdo de 174 DMRs identificadas entre melanomas primarios e culturas primarias de melandcitos-controle e
respectivos contextos genémicos e genes afetados. IGR: Regio intergénica; TSS1500/200: Regides a 1500 ou 200 pares de base do
inicio do sitio de transcrigdo géncia. 5'UTR: Regiao 5'nao traduzida; 1stExon: Primeiro éxon; Body: Corpo génico; 3'UTR: Regido 3'nao traduzida;
Island: ilha CpG; Shore: shore CpG(2kb de distancia de uma ilha CpG); Shelf: shelf CpG (4Kb de distancia de uma ilha CpG); None: Auséncia de
ilha CpG.
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- Co-localizacao de DMRs hipometiladas com elementos de transposi¢cdo

e elementos regulatérios

Investigamos se as DMRs hipometiladas identificadas nos melanomas
estariam co-localizadas com elementos de transposicdo. Em seguida, nos
casos de haver associagdo, verificamos a presenga de genes em uma
distancia de até 500kb a montante e a jusante da DMR associada a algum
elemento de transposicdo, para entdo realizar uma analise de
enriquecimento de vias bioldgicas utilizando o grupo de genes préximos.

Para tais analises utilizamos o navegador UCSC Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/), habilitando os bancos de dados (fracks)
referentes a elementos repetitivos, sondas presentes na plataforma HM450K
e também marcagdo de histonas H3K27Ac (acetilacdo na lisina 27 da
histona H3) em linhagens celulares, normalmente associada com elementos
regulatorios ativos. Quatro das oito DMRs hipometiladas detectadas em
regides nao codificadoras estavam associadas a elementos de transposicéo
(LINEs, SINEs e LTRs), sendo que cada uma das DMRs apresentava 5 a 9
genes mapeados em uma distancia de até 500kb. O grupo de genes
associados totalizou 21: RTP5, PDCD1, NEU4, THAP4, ATG4B, DTYMK,
ING5, D2HGDG, GAL3ST2, QKI, PACRG, KCNQ1, CDKN1C, SLC22A18,
PHLDA2, NAP1HL, CARS, EP400, DDX51, NOC4L, GALNT9. No entanto,
tais genes ndo foram relacionados com nenhuma via biologica relevante de
maneira estatisticamente significativa. Uma busca por alteragées destes
genes no melanoma cutaneo (477 casos) na base de dados cBioPortal

(http://www.cbioportal.org/) revelou uma frequéncia baixa de alteragbes na
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maioria dos genes, enquanto que os genes EP400, ATG4B, ING5, e CARS
apresentaram frequencias de alteragbes entre 13% e 8% (Figura 21).
Metade das DMRs hipometiladas também estava relacionada com marcagao

de elementos regulatérios ativos H3K27Ac (Figura 22).
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Figura 21 - Panorama de alteragdes genéticas em 477 melanomas cutaneos do The Cancer Genome Atlas afetando 19

genes associados a regides intergénicas hipometiladas associadas a elementos de transposicao.
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DMRs hipometiladas
Elemento repetitivo

HEE B
Genes proximos (500Kb) ... .
H3K27Ac . ...
IncRNA associado . .

Figura 22 - Perfil de elementos gendmicos e epigendmicos associados as

DMRs hipometiladas em melanomas cutédneos primarios. Cada bloco preto

representa co-localizagdo com o elemento discriminado.
H3K27Ac: Acetilagdo na lisina 27 da histona H3. IncRNA: RNAs longos nao codificadores.

- Selegcado de genes com DMRs localizadas em promotor génico
e/ou ilhas CpG

Nesta analise, selecionamos o0s genes de acordo com o
posicionamento da DMR em relagdo a sequéncia génica (regido promotora
e/ou ilha CpG), assim como de acordo com valores minimos da diferenca de
metilagdo entre os grupos (AR minimo de 25%), visando realizar analises de
enriquecimento de vias biolégicas. Também verificamos se os genes assim
selecionados seriam frequentemente mutados em melanomas, de acordo
com dados depositados em bancos publicos.

Apenas uma minoria do total de DMRs inicialmente identificadas pode
ser selecionada utilizando o filtro descrito acima: 14% das DMRs foi
identificada em regides promotoras e/ou ilhas CpG com AR >25% (22 DMRs
hipermetiladas e 3 DMRs hipometiladas em promotores nos melanomas).
Apés inspegdo manual dos dados, um unico gene exibindo AR <25%
(AB=10%) foi selecionado em virtude do numero elevado de CpGs

constituintes da DMR: DNHD1. Nas Tabelas 3 e 4 estio indicadas estas 25
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DMRs, com descricdo do numero de sondas e também do contexto

gendmico das mesmas.

Tabela 3 - Vinte e dois genes com DMRs hipermetiladas em melanomas
primarios, quando comparados com melandcitos normais.

AB
Gene Genomic feature (number of probes) (median)
C6orf154 TSS200-island (3) 0,26
SLC26A10 TSS1500-island (3) 0,46
RECS8 TSS200-island (2) + TSS1500-shore (1) 0,50
HORMAD?2 TSS200-island (3) 0,47
TWIST1 TSS1500-shore (6) 0,55
MIR596 TSS200-shore (6) + body-shore (1) 0,39
FEZ1 TSS1500-shore (4) 0,34
MLNR TSS1500-shore (3) 0,58
ZNF358 TSS1500-shore (3) 0,64
MIR589 TSS1500-shore + TSS200-shore (3) 0,37
CD47 TSS1500-shore (3) 0.41
RGS12 TSS1500-shelf (1) + body-shelf (7) + body-shore (1 0,36
COL11A1 TSS1500-none (4) 0,51
PART1 TSS200-none (2) + body-none (3) 0,63
CMYAS TSS1500-none (3) + TSS200-none (6) 0,48
TSS1500-none (2) + TSS200-none (4) +5'UTR-none
DNHD1 4) 0,10
SLC5A10 TSS1500-none (3) 0,59
TSS200-none (6) + 5°'UTR-none (2) + 1stExon-none
MBP 4) 0,45
CECR1 TSS200-none (5) + body-none (1) 0,62
MIR1286 TSS200-none (4) 0,28
SUSD2 TSS1500-none (2) + TSS200-none (3) 0,37
KLHL31 TSS200-none (3) 0,40

DMRs compostas por minimo de 3 CpGs diferencialmente metilados, mapeados em
promotor e/ou ilha CpG com diferenga de metilagao (AB)>25%, exceto para o gene DNDH1.
O valor de AB foi calculado como a diferenca entre o valor de beta das sondas dos tumores
e dos melandcitos normais, com sondas hipermetiladas nos tumores resultando em um A
positivo. Para estimarmos um unico valor que represente o nivel de metilagdo de uma DMR,
calculamos a mediana dos valores de AB das sondas que formam a DMR.
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Tabela 4 - Trés genes com DMRs hipometiladas em melanomas primarios
quando comparados com melandcitos normais.

Gene Genomic feature (number of probes) AB (median)

ZC3H12D  TSS200-none (4) + 5°'UTR-none (4) -0,42
EMR3 TSS200-none (3) + 5°UTR-none (2) -0,44
SIGLEC12  TSS200-,none (3) -0,27

DMRs compostas por minimo de 3 CpGs diferencialmente metilados, mapeados em
promotor e/ou ilha CpG com diferenga de metilagéo (AB)>25%. O valor de AB foi calculado
como a diferenca entre o valor de beta das sondas dos tumores e dos melandcitos normais,
com sondas hipometiladas nos tumores resultando em valores negativos de AB. Para
estimarmos um unico valor que represente o nivel de metilagdo de uma DMR, calculamos a
mediana dos valores de AR das sondas que formam a DMR.

O conjunto de genes diferencialmente metilados foi submetido a uma
analise de enriquecimento de vias biologicas mediante o uso do software
gratuito WebGestalt (WANG et al. 2013), utilizando o teste hipergeométrico
com a corregao de Benjamini-Hochberg para testes multiplos (p ajustado
significativo < 0,05). Apenas os genes HORMADZ2 (HORMA domain
containing 2) e REC8 (REC8 meiotic recombination protein) foram
significativamente enriquecidos em processos biologicos, relacionados com
coesdo de cromatides-irmés (p ajustado =0,0357) e organizagao
cromossOmica durante a meiose (p ajustado =0,0357).

Utilizamos a base de dados cBioPortal
(http://www.cbioportal.org/public-portal/) para investigar o perfil mutacional
dos genes das Tabelas 3 e 4 em amostras de melanoma cutaneo (419 casos
de melanoma cutaneo, provenientes do The Cancer Genome Atlas - TCGA).
Praticamente todos os genes possuem algum tipo de alteragdo (expresséo
génica, mutagao pontual, ou alteragbes de numero de cépias). A Figura 23

ilustra essa analise in silico, mostrando a frequéncia de alteragdo genética
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detectada em cada um dos 25 genes, bem como o tipo de alteragcdo para
cada amostra de melanoma investigada, de acordo com os dados do
cBioPortal. Com excecao de alguns genes, como CMYAS (cardiomyopathy
associated 5), COL711A1 (collagen, type Xl, alpha 1) e LRRC73 (leucine rich
repeat containing 73), a grande maiora apresenta alteracées, embora em

baixa frequéncia.
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Figura 23 - Panorama de mutag¢des genéticas em 419 melanomas cutaneos do The Cancer Genome Atlas afetando os 25

genes candidatos selecionados em nosso estudo por apresentarem metilagao diferencial entre melanomas primarios e

cultura de melanécitos primarios.
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4.3.2 Analise de metilagao diferencial entre melanomas primarios e
metastases utilizando a pipeline ChRAMP

Utilizando a pipeline CHAMP, nenhum sitio CpG diferencialmente
metilado foi detectado com valor de p ajustado significativo. A figura 24
mostra a representacdo de cada amostra utilizando a distribuicdo das 1000
sondas mais variaveis e o agrupamento das mesmas em um sistema
multidimensional. Como é possivel observar, os tumores primarios e suas
metastases correspondentes (amostras pareadas tumor
primario/mestastase) localizam-se em proximidade em quase todos os
casos. Uma possivel explicagdo para a auséncia de deteccao de DMRs
entre este grupos utilizando a metodologia Champ seria uma similaridade

relativa em termos de perfil global de metilagédo do DNA.
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Figura 24 - Grafico de escala multidimensional, caracterizando cada
amostra de acordo com as 1000 sondas com valores de B mais variaveis na
comparacgao entre tumores primarios e metastases. Neste grafico, cada grupo é
discriminado por uma cor especifica (grupos nominados no campo esquerdo inferior do
grafico). Cont: melandcitos normais (verde); Tumor: tumor primario (azul); Meta: metastase
(vermelho).
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4.3.3 Anadlise de metilagao diferencial entre melanomas primarios
portadores de diferentes mutacées drivers e de acordo com
caracteristicas clinico-patolégicas

As comparagdes foram feitas entre os seguintes grupos:

a. tumores mutados e selvagens para um dos seguintes genes: BRAF,

CDKNZ2A, TERT,;

b. tumores com qualquer mutagdo driver e selvagens para 0s genes em
questao;
C. tumores com mutacbes ativadoras da via MAP-quinase (BRAF, NRAS e

KIT) e tumores sem mutagoes nesta via;

d. tumores com e sem ulceracao;

e. tumores com e sem infiltrado inflamatorio;

f. tumores com estadiamento T4 e tumores com estadiamento < que T4;
g. tumores que desenvolveram ou ndo metastase para linfonodos;

h. tumores que desenvolveram ou ndo metastase a distancia.

Nenhuma das comparagdes gerou DMRs ou sitios com valor de p
ajustado significativo, com excegdo da analise entre tumores primarios
derivados de pacientes que desenvolveram metastase a distancia e tumores
primarios derivados de pacientes que nao desenvolveram metastase a
distancia (h). Nesta analise (h), 46 sitios CpGs diferencialmente metilados
foram detectados, agrupados em 16 DMRs, 14 delas hipermetiladas e 2
hipometiladas em melanomas de pacientes que desenvolveram metastase,
10 delas relacionadas a genes. Novamente, a maioria das sondas
diferencialmente metiladas encontrava-se no corpo da sequéncia génica ou

em regides intergénicas. O unico gene no qual foi detectada uma DMR em
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regido promotora foi FCHSD1 (FCH and double SH3 domains 1), que se
encontrava hipometilado nos tumores que desenvolveram metastase. Uma
busca por alteragdes neste gene no cBioPortal revelou uma taxa de mutagao
de 6% em amostras de melanoma cutaneo. A Figura 25 sumariza os

achados desta analise (h), acima descritos.
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Figura 25 - Padrdo de 16 DMRs identificadas entre melanomas primarios que desenvolveram ou ndo metastase a

distancia. A figura mostra a distribuicdo dos sitios CpGs que compéem as DMRs, de acordo com o posicionamento gendmico. As sondas s&o
relacionadas ao contexto génico (regido intergénica, regiées promotoras como TSS1500, TSS200, 5°UTR e primeiro exon, corpo do gene e 3'UTR)
e também a concentragdo de CpGs no segmento (associada a llha CpG, Shore CpG ou Shelf CpG, nao associada a ilha CpG).O gene FCHSD1,
hipometilado em tumores que desenvolveram metastase a distancia, estava alterado em 6% das amostras de melanoma cuténeo da base de dados
cBioPortal (477 amostras do TCGA).
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Uma nova analise foi realizada com os grupos que nao apresentaram
DMRs anteriormente, alterando o valor de FDR (p ajustado) de 0,05 para
0,1, diminuindo desta forma a estringéncia da analise. Novamente, n&o
foram identificados sitios CpG com valor de p ajustado significativo e

tampouco a presenca de DMRs.

4.3.4 Andlise de metilacao diferencial utilizando uma pipeline
customizada
A Comparacéo entre melanomas primarios de acordo com espectro
mutacional e dados clinico-patolégicos

Desenvolvemos uma segunda estratégia de analise dos dados
derivados da HM450K. Nesta nova analise, as sondas representativas da
regido promotora de cada gene foram agrupadas para se aplicar um teste
estatistico utilizando valores de metilacdo por gene (metodologia pag. 49).

As analises foram realizadas entre tumores primarios portadores de
mutagdes drivers distintas e tumores selvagens para as mesmas, além de
compararmos tumores com caracterisitcas clinico-patolégicas impactantes
na progressdao da doenga, como subtipo histolégico, indice de Breslow,
presenca de infiltrado inflamatdrio, presenca de ulceracdo e metastase
linfonodal. Também comparamos o grupo de melanomas primarios e o
grupo de metastases.

As comparacdes realizadas entre tumores com mutagdes drivers e
tumores selvagens geraram um grande numero de genes com regides

promotoras diferencialmente metiladas (DMRs). A Tabela 5 sumariza o
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numero total de DMRs encontradas entre os grupos formados de acordo
com espectro de mutacgdes, assim como quantas DMRs teriam diferenga de
metilacéo entre grupos (AB) > 10% ou >30%. Mutagdes nos genes NRAS,
CDKNZ2A e mutagdes ativadoras da via MAP-quinase (BRAF, NRAS ou KIT)
aparecem associadas aum numero maior de eventos de hipermetilacdo em
regides promotoras génicas, enquanto que amostras com mutagdes nos
genes BRAF e TERT exibiram numero maior de DMRs hipometiladas em

relagado aos tumores selvagens para BRAF e TERT, respectivamente.



Tabela 5 - Numero de regides diferencialmente metiladas (DMRs) em promotores génicos entre subgrupos de melanomas
primarios constituidos de acordo com a presenca ou auséncia de uma mutacgao driver especifica (genes BRAF, NRAS, KIT,
CDKNZ2A e TERT).

BRAF(n=7)x WT(n=13)  NRAS(n=4)xWT (n=16)  viaMAPK(n=12) xWT(n=8)  CDKN2A(n=12)x WT(n=8)  TERT(n=12)x WT(n=8)

DMRs totais ~ Hipometiladas em mutados 69 33 47 433 278
Hipermetiladas em mutados 18 195 17 424 60
Total 87 228 164 857 338

AR =10% Hipometiladas em mutados 39 29 29 372 201
Hipermetiladas em mutados 14 183 87 379 41
Total 53 212 116 751 242

AR = 30% Hipometiladas em mutados 4 8 1 30 19
Hipermetiladas em mutados 1 43 13 7 8
Total 5 51 14 107 27

Em cada coluna esta sumarizado o numero de DMRs encontradas nas analises de metilagéo diferencial comparando-se tumores primarios com a
mutacgao driver no gene especificado. O total de DMRs em cada analise foi filtrado para identificacdo dos genes com maior diferenga de metilagao
entre os grupos (AB > 10% e AR > 30%).. Via MAPK: amostras mutadas em um ou mais dos seguintes genes: BRAF, NRAS e KIT.
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Na analise de metilacdo diferencial entre tumores primarios agrupados
de acordo com suas caracterisitcas clinicas e patoldgicas, os melanomas
primarios apresentaram um pequeno numero de DMRs quando comparados
com os tecidos metastaticos, todas com pequena diferengca nos valores de
metilacdo entre os grupos, resultado concordante com a analise realizada com
a pipeline ChAMP. O grupo de melanomas do subtipo histolégico acral (n=5) e
tumores com presenga de infiltrado inflamatério (n=9) apresentaram maior
numero de DMRs hipermetiladas, quando comparados com tumores nao-acrais
e sem infiltrado inflamatério, respectivamente. Melanomas derivados de
pacientes que desenvolveram metastase linfonodal (n=12) apresentaram
padrdao de hipometilacdo na maioria das DMRs, enquanto que tumores com
ulceracdo e tumores mais espessos apresentaram metade de suas DMRs
hipometiladas e a outra metade hipermetilada, quando comparados a tumores
sem ulceracdo e tumores mais finos, respectivamente. A Tabela 6 sumariza os

achados desta etapa.



Tabela 6 - Numero de regides diferencialmente metiladas (DMRs) em promotores génicos entre subgrupos de melanomas

primarios constituidos de acordo com caracteristicas clinicas e patoldgicas.

Acral(n=5) x Mio-acralin=15)

pT4 (n=11) x pT2,pT3 (n=4)

Infiltrado inflamatario (presente(n=9) x ausente(n=7))

DMRs totais ~ Hipometiladas™ 10 67 79
Hipermetiladas™ 101 83 137
Total 111 120 216
Ap = 10% Hipometiladas™ 5 34 70
Hipermetiladas*® 7 27 110
Total 76 61 180
AR = 30% Hipometiladas® 2 7
Hipermetiladas™ 8 2 20
Total 10 4 27
Metastase linfonedal (presente(n=12) x ausente(n=7)) Melanoma primario(n=18) x metastase(n=7) Ulceracdo (presente (n=12) x ausente(n=6))
DMRs totais  Hipometiladas™ 289 8 99
Hipermetiladas™® 9 1 102
Total 298 9 201
AR > 10% Hipometiladas™ 216 4 42
Hipermetiladas™ 3 0 93
Total 216 4 135
AR = 30% Hipometiladas*® 12 0 7
Hipermetiladas*® 1 0 10
Total 13 0 17

Em cada coluna esta sumarizado o nimero de DMRs encontradas comparando-se tumores primarios com as caracteristicas discriminadas.O total

deDMRs em cada analise foi filtrado para identificagdo dos genes com maior diferenca de metilacdo entre os grupos (AB > 10% e AB > 30%). *A

condigdo de metilacdo refere-se aos melanomas acrais; pT4; que apresentam infiltrado inflamatério; que apresentam metastase linfonodal; aos

melanomas primarios, e melanomas ulcerados.

93



94

Selecionamos nos resultados baseados em critérios clinicos e
patolégicos apenas as DMRs com AB > 10% (hiper e hipometilagdo) para
analise de enriquecimento de vias bioldgicas, utilizando o software gratuito
WebGestalt (WANG et al. 2013). A comparagao entre melanomas do subtipo
acral e demais cutaneos revelou enriquecimento de genes relacionados a
processos do sistema imune, enquanto que a comparacao entre melanomas
T4 versus melanomas <T4 revelou enriquecimento de vias de crescimento
celular. J& as DMRs identificadas nos melanomas com ulceracao
demonstraram enriquecimento em genes relacionados a migragéao celular. A
Tabela 7 sumariza os processos bioldgicos significativamente associados com

as DMRs.

Tabela 7 - Analise de enriquecimento de processos biolégicos utilizando o
grupo de genes associado as DMRs exibindo AB > 10% obtidas na
comparagao de grupos de melanomas classificados de acordo com
caracteristicas clinicas e patoldgicas.

Subgrupo Processos bioldgicos enriquecidos por DMRs Razdo de enriguecimento p ajustado
Subtipo histoldgico Resposta imune humoral 13,76 0,0002
Imunidade mediada por célula B 10,25 0,0046
Profundidade do tumor Crescimento celular 6,74 0,0072
Morfogénese de drgdos 3,75 4.14e-06
Metdstase linfonodal Desenvolvimento de cartilagens 7,08 0,0001
Ligacdo ao DNA em sequéncias especificas 3,78 4.17e-06
Ulceragéo Migragéo celular ia 9.42e-05

Ligacdo ao DNA em sequéncias especificas 5,32 0,0015
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- Anélise de expressao génica

Na analise manual do grupo de DMRs afetando regides promotoras
génicas e com maior diferenga de metilagcdo entre os grupos (AR >30%),
inspecionamos os valores de metilagdo de cada amostra individual. Esta
analise teve por finalidade identificar DMRs que exibissem a menor
sobreposig¢ao possivel entre os valores de metilagdo de cada grupo testado, ou
seja, DMRs para as quais a separagado no padrdo de metilagdo fosse mais
nitida entre os grupos comparados. A Figura 26 exemplifica os critérios dessa
selecdo para um dos genes, SSPN (sarcospan). identificamos enriquecimento
de um perfil de hipermetilagdo de promotor em tumores com mutagdes no gene
TERT, quando comparados com tumores selvagens para o0 mesmo gene,
evidenciado no grafico com as amostras de cada grupo representadas

individualmente.
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Figura 26 - Padrdo de metilagdo do DNA em sitios CpG mapeados na regiao
promotora do gene SSPN em melanomas primarios portadores ou nao de

mutacgao no promotor do gene TERT. No grafico, cada linha continua representa uma
amostra tumoral: em vermelho, melanomas portadores de mutagcdo no promotor do gene
TERT(n=12); em azul, amostras selvagens quanto a muta¢des neste gene (n=8). No eixo X
estéo representadas a cada espagamento uma sonda da plataforma HM450K interrogando um
sitio CpG mapeado na regidao promotora do gene SSPN. No eixo y estdo os valores de
metilagdo (beta-values) que variam entre 0 (auséncia de metilagdo) e 1 (totalmente

metilado).Imagem extraida do software Genome Studio.
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Seis genes foram assim selecionados para avaliagcdo quanto ao padrao
de expressdo génica, visando investigar uma possivel associagdo entre
regulacdo da expressao génica e alteragdo do nivel de metilagcdo na regiao
promotora. A Tabela 8 apresenta os genes selecionados para analise de
expressao, juntamente com a descricdo do tipo de comparagao no qual a

diferenca de metilacado foi detecada e os valores dessa diferenca.

Tabela 8 - Genes selecionados para analise da expressdo de mRNA.
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Para cada gene analisado, utilizamos apenas as amostras que
possuissem a informagdo relativa a caracteristica clinico-patolégica ou
mutacional requerida, com cDNA de boa qualidade - as amostras 22T e 26T
foram excluidas destas analises devido a ma qualidade do cDNA.

Para o gene HIST1H1D (histone cluster 1, H1d), hipometilado na regido
promotora em tumores mutados em BRAF, o calculo de diferenca de expressao
foi realizado entre as amostras: 8T, 20T, 24T, 27T, 29T, 32T, 33T (mutados
para BRAF) e 3T, 4T, 5T, 7T, 12T, 13T, 15T, 16T, 25T, 30T, 34T (selvagens

para BRAF). Detectamos aumento de expressao do gene HIST1H1D (fold 2,63)
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no grupo de tumores mutados BRAF (hipometilados), resultado com tendéncia
a significancia estatistica (p= 0,057). Detectamos correlagdo negativa entre a
expressao do gene HIST1H1D e os nives de metilagdo na regido promotora (r=

-0,67), resultado estatisticamente significativo (p=0,002) (Figura 27).
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Figura 27 - Grafico de correlagdo entre a expressao relativa do gene

HIST1H1D e os niveis de metilacdo detectados em sua regidao promotora. Neste
grafico, cada ponto representa uma amostra analisada. Retangulos cinzas representam o
grupo de pacientes selvagens para mutagdo em BRAF, enquanto circulos pretos representam

pacientes mutados em BRAF.

Para o gene HIST1H3H (histone cluster 1, H3h), hipermetilado na regido
promotora em tumores acrais, a diferenca de expressao foi calculada entre as
amostras 4T, 5T, 12T, 13T, 25T (subtipo histolégico acral) e 7T, 8T, 15T, 16T,
27T, 29T, 30T, 32T, 33T (subtipo ndo acral) — as amostras 3T e 34T foram

excluidas pois as reacdes de amplificacdo do cDNA foram inespecificas. O
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gene HIST1H3H apresentou hiperexpressdo de aproximadamente 1,65 vezes
em amostras de qualquer subtipo histolégico que nao fosse acral (amostras
hipometiladas), resultado nao significativo (p= 0,081). Detectamos correlagao
negativa entre a expressao do gene HIST1H3H e os nives de metilagdo na sua
regidao promotora (r= -0,38), mas este resultado n&o apresentou significancia

estatistica (p=0,179) (Figura 28).
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Figura 28 - Grafico de correlagdao entre a expressao relativa do gene

HIST1H3H e os niveis de metilagado detectados em sua regido promotora. Neste

grafico, cada ponto representa uma amostra analisada. Retangulos cinzas representam o
grupo de pacientes de subtipos histologicos n&o acrais, enquanto circulos pretos representam

pacientes do subtipo histolégico acral.
Para o gene HIST1H4D (histone cluster 1, H4d), hipermetilado na regiao
promotora em tumores mutados para CDKNZ2A, a diferengca de expressao foi

calculada entre as amostras 7T, 8T, 12T, 16T, 24T, 29T(selvagens para

CDKNZA) e 3T, 4T, 5T, 13T, 15T, 20T, 25T, 27T, 30T, 32T, 33T (mutadas para
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CDKNZ2A). O gene HIST1H4D estava aproximadamente 1,1 vezes mais
expresso em tumores mutados em CDKNZ2A (hipermetilados), resultado sem
significancia estatistica (p= 0,45). Da mesma maneira, embora a correlagéo
entre a expressao do gene HIST1H4D e os nives de metilagdo da sua regiao
promotora tenha sido negativa e moderada (r= -0,428), este resultado nao

apresentou significancia estatistica (p=0,085) (Figura 29).
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Figura 29 - Grafico de correlagdo entre a expressao relativa do gene

HIST1H4D e os niveis de metilagado detectados em sua regido promotora. Neste

grafico, cada ponto representa uma amostra analisada. Retangulos cinzas representam o
grupo de pacientes com alteragbes em CDKNZ2A, enquanto circulos pretos representam

pacientes selvagens para CDKN2A.

Para o gene HIST1H4F (histone cluster 1, H4f), hipermetilado na regiao
promotora em amostras com mais de 4mm de espessura, a diferenga de
expressao foi calculada entre as amostras 4T, 24T, 32T (< pT4) e 5T, 7T, 8T,

12T, 13T, 15T, 20T, 25T, 27T, 30T (pT4). O gene HIST1H4F nao apresentou
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diferencao de expressao (p= 0,749). A correlagcdo entre a expressao do gene
HIST1H4F e seus nives de metilagdo no promotor foi negativa e fraca (r= -

0,203), sem significancia estatistica (p=0,503) (Figura 30).
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Figura 30 - Grafico de correlagdo entre a expressao relativa do gene

HIST1H4F e os niveis de metilagado detectados em sua regido promotora. Neste

grafico, cada ponto representa uma amostra analisada. Retangulos cinzas representam o
grupo de pacientes com estadiamento pT4, enquanto circulos pretos representam pacientes

com estadiamento <pT4.

Para o gene PAX8-AS1 (PAX8 antisense RNA 1), hipermetilado em
regido promotora em pacientes que apresentaram metastase para linfonodos, a
diferenca de expressao foi calculada entre as amostras 5T, 8T, 12T, 15T, 20T,
24T, 25T, 30T (metastase para linfondo) e 3T, 4T, 7T, 27T, 29T, 32T, 34T (sem
metastase para linfonodo) — as amostras 13T e 16T foram excluidas pois as
reacoes de amplificacdo do cDNA foram inespecificas. Detectamos para o

gene PAX8-AS1 diminuicdo de expressao no grupo de metastase linfonodal,
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visto que estava aproximadamente 8,66 vezes mais expresso em pacientes
que nao desenvolveram metastase linfonodal (hipometilados); este resultado
apresentou significancia estatistica (p= 0,0049). A correlagao entre a expressao
do gene PAX8-AS1 e seus nives de metilagao na regiao promotora foi negativa

e moderada (r=-0,626), resultado estatisticamente significativo (p=0,012)

(Figura 31).
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Figura 31: Gréfico de correlagao entre a expressao relativa do gene PAX8-AS1

e 0s niveis de metilagao detectados em sua regido promotora. Neste grafico, cada
ponto representa uma amostra analisada. Retangulos cinzas representam o grupo de pacientes
com metastase linfonodal, enquanto circulos pretos representam pacientes sem metastase

linfonodal.
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Para o gene SSPN, hipermetilado em regidao promotora em amostras
mutadas na regido promotora do gene TERT, a diferenga de expressao foi
calculada entre as amostras 4T, 5T, 12T, 16T, 25T, 30T, 34T (selvagens para a
regido promotora de TERT) e 7T, 8T, 13T, 15T, 20T, 24T, 27T, 29T, 32T, 33T
(mutadas na regiao promotora de TERT) — a amostra 3T foi excluida da analise
pois a reagao de amplificacdo do cDNA foi inespecifica. O gene SSPN estava
aproximadamente 1,36 vezes mais expresso em amostras selvagens para a
regidao promotora do TERT (hipometiladas), resultado sem significancia
estatistica (p= 0,2422). A correlagdo entre a expressdao do gene SSPN e os
nives de metilagdo na regidao promotora foi negativa e moderada (r= -0,536),

resultado estatisticamente significativo (p=0,026) (Figura 32).
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Figura 32 - Gréafico de correlacédo entre a expressao relativa do gene SSPN e

os niveis de metilacdo detectados em sua regido promotora. Neste grafico, cada
ponto representa uma amostra analisada. Retangulos cinzas representam o grupo de pacientes
com mutagdes na regido promotora do gene TERT, enquanto circulos pretos representam

pacientes selvagens para mutagéo na regiao promotora de TERT.
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A Figura 33 sumariza a diferengca de expressao relativa dos genes

candidatos entre os grupos (fold-change).
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Figura 33 - Diferenga de expressdo relativa dos genes candidatos

selecionados por diferengcas de metilagdo entre grupos com diferentes

caracteristicas clinico-patolégicas ou mutacionais. Cada barra indica o fold-change

da diferenga de expressao entre dois grupos para um determinado gene, sendo que a razéo
estd especificada na caixa a direita. Grupos em azul exibiram hipometilagdo na regido
promotora do gene avaliado, enquanto que grupos em vermelho apresentaram hipermetilacéo
na regido promotora do gene avaliado. Os genes HIST1H1D e HIST1H4F apresentaram

diferenga de expressao estatisticamente significativa entre os grupos (barras pretas).

B Anadlise de metilagdao diferencial entre melanomas primarios
portadores de mutagoes drivers e melandécitos saudaveis

Caracterizamos o0s melanomas primarios com mutagdes drivers
especificas e os comparamos com o padrao de metilagdo do grupo controle de

melandécitos. Estas andlises geraram um numero grande de DMRs, como
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esperado, tendo em vista que neste momento comparamos células tumorais
contra seus respectivos precursores celulares normais. Os melanomas com
mutagcdes em BRAF, NRAS, CDKNZ2A, mutacbes ativadoras da via MAP-
quinase, assim como melanomas com mutagdes em TERT, apresentaram um
padrao prevalente de hipermetilacdo quando comparados aos melandcitos,
com grande parte das DMRs apresentando diferenca de metilagdo absoluta

entre os grupos maior que 30% (Tabela 9).

Tabela 9 - Numero de regides diferencialmente metiladas (DMRs) em
promotores génicos entre melanomas primarios agrupados de acordo com
presenca de mutacdes drivers e melandcitos controle.

BRAF NRAS via MAPK CDKN2A TERT

DMRs totais  Hipometiladas 32 260 350 402 478
Hipermetiladas 855 867 1128 1054 966
Tatal 1227 1147 1478 1456 1444

A »10%  Hipometiladas 340 236 292 360 415
Hipermetiladas 564 700 T 759 656
Tatal 504 936 1069 1119 107

Ap>30%  Hipometiladas 85 69 56 61 83
Hipermetiladas 236 375 340 397 230
Tatal 321 464 396 478 363

Em cada coluna esta indicadoo numero de DMRs encontradas comparando-se tumores
primarios com a mutagéo driver no gene especificado e melandcitos controle.O total de DMRs
em cada andlise foi filtrado para identificagdo dos genes com maior diferenca de metilagéo
entre os grupos (AB > 10% e AR > 30%).
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C Analise de metilagao diferencial entre melanomas primarios
portadores ou nao de mutagoes drivers em genes da via MAP-quinase

A maioria das DMRs detectada encontrava-se hipermetilada no grupo de
melanomas portadores de mutagdes na via MAP-quinase, quando comparados

as amostras sem mutacao (Tabela 10).

Tabela 10 - Numero de regides diferencialmente metiladas (DMRs) entre
melanomas primarios com e sem mutagdes na via MAP-quinase

BRAF NRAS via MAPK
DMRs totais Hipometiladas 45 75 47
Hipermetiladas 60 197 117
Total 105 272 164
AR = 10% Hipometiladas 24 68 29
Hipermetiladas 48 182 ar
Total 72 250 116
AR = 30% Hipometiladas 1 g 1
Hipermetiladas g9 49 13
Total 10 58 14

Em cada coluna estda sumarizado o nimero de DMRs encontradas comparando tumores
primarios com a mutagao driver no gene especificado e tumores selvagens para a via MAP-
quinase. As DMRs totais para cada grupo foram filtradas para estimar o niumero de genes com

uma grande diferenga de metilagao entre os grupos (AR > 30%).

Interseccdo de DMRs para obtencédo de assinatura especifica para mutagées

drivers na via MAP-quinase

Comparamos os grupos de amostras com mutagdes especificas na via
MAP-quinase (BRAF, NRAS e KIT) contra tumores primarios nao portadores de
mutacdes nesta via. A partir deste resultado, realizamos a interseccao entre o

conjunto de genes identificado como diferencialmente metilados de acordo com
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a presenca de uma mutagao driver especifica na via da MAP-quinase, e o
conjunto de genes diferencialmente metilados comparando-se melanomas com
mutagdes na via MAP-quinase com o grupo-controle de melanécitos normais.
Buscamos assim delinear uma assinatura de metilacao diferencial exclusiva de
melanomas portadores de mutacgdes drivers especificas da via MAP-quinase. A

Figura 34 ilustra as comparagdes realizadas utilizando a pipeline customizada.

DMRs em genes obtidas DMRs em genes obtidas
comparando-se tumores comparando-se tumores
mutados no gene X* Vs mutados no mesmo gene

melandcitos normais X*Vs tumores selvagens

para mutagdes em genes
da via da MAP-quinase

Grupo de genes Grupo de genes
diferencialmente diferencialmente
metilados 1 metilados 2

Assinaturade
genes
diferencialmente
metilados para
presenca de
mutacéo driver
em X*.

Figura 34 - Interseccgao realizada entre os grupos de genes obtidos a partir de
diferentes anadlises de metilacdo diferencial entre subgrupos portadores de
mutagdes driver, com o intuito de obter uma assinatura especifica de genes

diferencialmente metilados. *Onde X representa mutacdes nos genes BRAF, NRAS ou
KIT.
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A assinatura génica desejada deve ser consistente, de modo que,
independentemente do conjunto ao qual o grupo de amostras mutadas na via
MAP-quinase esteja sendo comparado e qual gene especifico esteja sendo
testado, o mesmo grupo de genes com DMRs deve ser encontrado. Partindo
deste pressuposto, primeiramente buscamos identificar quais DMRs seriam
comuns a melanomas mutados na via MAP-quinase em comparagdo a
amostras selvagens para os genes desta via. Assim, intersectamos o grupo de
genes com AB >10% de cada comparagao especifica (BRAF versus Selvagem
em MAPK; NRAS versus Selvagem em MAPK; qualquer mutagdo em MAPK
versus Selvagem em MAPK; nao realizamos esta comparagao a partir do gene
KIT pelo fato do n(1) ser muito pequeno), identificando um total de 30 DMRs
presentes nas trés comparacdes - chamadas doravante de DMRs constitutivas
da via MAP quinase (Quadro 5). Importante, o sinal de AB para cada DMR
mantéve-se o mesmo quando os grupos foram comparados, no entanto o valor
de AB mudou de um grupo para o outro, visto que os grupos comparados séo
distintos A Figura 34 ilustra com o diagrama de Venn as DMRs obtidas nesta

etapa.



Quadro 5 - Genes presentes nas DMRs constitutivas da via MAP quinase.

RUNX1T1 B3GALT4
MYTTL IGFBP3
RTL1 Corf72
PCDHAZ FPAXE
PCDHAG HESS

ZIC4 NR2E1
EVX2 TBX3
LCAT APC2

LOC401463 KCNQI1DN
SIGLECSY MGC12982

SiM2
CCDC140
VSX1
FLRT?2
TGFB2
IGFBPS
TRIL
PRTFDC1
FOXL2
C10orf107
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173

BRAF NRAS

DMRs de melanomas MAPK mutados Versus melanomas

MAPK selvagens
24
DMRs
MAPK constitutivas da
via MAP
quinase

Figura 35 - Obtencdo de DMRs exclusivas da via MAP quinase. Cada circulo

representa o grupo de DMRs obtido comparando-se amostras mutadas para um dos genes na

via da MAP quinase com amostras selvagens nesta via. A interseccéo entre os trés grupos de

DMRs foi aqui interpretado como o conjunto de DMRs constitutivo da via MAP quinase. MAPK:

grupo com mutagdo em BRAF, NRAS ou KIT comparado ao gurpo de amostras selvagens

nesta via.
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Com o intuito de verificar a consisténcia destas DMRs obtidas, partimos
para a obtengdo de um segundo conjunto de DMRs que se comportasse como
denominador comum da via MAP quinase, mas desta vez realizamos analise
de metilacao diferencial entre tumores primarios portadores de mutacdes nesta
via e melandcitos-controle. Um total de 541 DMRs candidatas foram
detectadas, independentemente da mutacéo driver na via MAP quinase. Para
identificar quais deste grupo de 541 DMRs seriam exclusivas da via MAP
quinase, ou seja, encontradas unicamente na presenga de mutagdes nesta via,
intersectamos este grupo com as DMRs obtidas nas comparagdes entre
amostras mutadas para TERT ou para CDKN2A e melandcitos controle. Como
resultado, 516/541 DMRs também foram identificadas nas outras duas listas de
DMRs, indicando ndo serem DMRs exclusivas da via MAP quinase, mas sim
DMRs constitutivas de melanomas cutdneos, independentemente do
background mutacional. A Figura 35 ilustra o resultado das comparacgbes
realizadas nesta analise.O anexo 2 lista os 516 genes associados as DMRs

identificadas como assinatura epigenética do melanoma cutaneo.
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DMRs de melanomas primarios portadores de mutacdes drivers versus
melanocitos controle

103

MAPK

BRAF NRAS
123 198
DMRs candidatas MAPK - 516 DMRs = Constitutivas
para melanoma cutaneo
1071 11319

DMRs TERT DMRs COKMNZA

Figura 36 - Obtencdo de DMRs constitutivas de melanomas cutaneos. Acima,

cada circulo maior representa o grupo de DMRs obtidas comparando-se amostras mutadas
para um dos genes na via da MAP quinase e melandcitos-controle.As 541 DMRs comuns aos
elementos da via MAPK foram comparadas as DMRs obtidas na comparagdo de amostras
mutadas para TERT e CDKNZ2A contra melanécitos. MAPK: grupo com mutagdo em BRAF,

NRAS ou KIT comparado contra amostras selvagens nesta via.

Estes resultados indicaram que uma assinatura de DMRs exclusiva para
a via MAP-quinase era improvavel. Para descartarmos esta hipotese em
definitivo, realizamos a intersecgdo das 30 DMRs constitutivas para a via MAP
quinase com as 541 DMRs candidatas, obtendo um total de 22 DMRs
consistentemente presentes em melanomas portadores de mutagdes na via

MAP quinase. No entanto, 21/22 DMRs fazem parte também do grupo de 516
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DMRs constitutivas de melanoma. Desta forma, descartamos a hipotese de
uma possivel assinatura de metilagdo diferencial exclusiva para melanomas
protadores de mutacdes na via da MAP quinase, identificando de fato uma
assinatura de metilacdo diferencial em melanomas cutineos, presente
independentemente do background mutacional. A Figura 36 ilustra as

comparacgoes feitas nesta etapa.

DMRs de melanomas MAPK mutados Versus DMRs de melanomas primarios portadores de
melanomas MAPK selvagens mutacfes drivers versus melandcitos confrole

MAPK oot S,
W ~na, MAPK
? oy &3\%
oy M
BRAF BRAF
NRAS | NRAS

1 495

DMRs constitutivas do
melanoma cutineo

Figura 37 - Testando a hipotese de assinatura de DMRs exclusiva de

melanomas com mutacdo na via MAP-quinase. Ao compararmos o conjunto de 22
DMRs obtidas através da interseccdo de DMRs constitutivas da via MPA-quinase e DMRs
candidatas com as 516 DMRs constitutivas dos melanomas cutaneos (circulo vermelho),
observamos que praticamente todos os genes pertencem ao ultimo grupo. O unico gene que foi

exclusivo da via MAP quinase foi TGFB2.
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Realizamos analise dos processos bioldgicos relacionados aos genes
associados as 516 DMRs constitutivas de melanomas cutaneos, que revelou
um enriquecimento para fungdes de ligacdo ao DNA em sequéncias
especificas, ligacao de fatores de transcricdo ao DNA, bem como regulagao do
desenvolvimento celular. A Quadro 6 descreve 0s processos biologicos
significativamente associados com as DMRs constitutivas para o melanoma

cutaneo.

Quadro 6 - Enriqguecimento de processos biolégicos do grupo de genes
associados as DMRs constitutivas para melanomas cutaneos.

Fnuessos Dol emecii Raza de emqcmenty —— pausta
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5 DISCUSSAO

51 INVESTIGAGAO DE ALTERAGOES CAUSAIS RELEVANTES

NO MELANOMA CUTANEO

ApoOs extensa revisdo de literatura, um painel de alteracbes causais
relevantes no melanoma cutaneo foi construido para verificar a distribuicao
destas em nossa coorte, visando posteriormente a investigacdo de possiveis
perfis distintos de metilagado do DNA decorrentes destas alteragoes.

Mutagdes no gene BRAF estdo entre as mais presentes no melanoma
cutaneo, especialmente a alteracdo ¢.1799T>A, localizada no cédon 600 do
gene (V60OOE). A alta frequéncia desta alteracdo especifica em melanoma
cutaneo e outros tipos de canceres configura um hot spot, como & possivel
observar através de uma busca pela alteracdo na base de dados COSMIC

(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/) (Figura 37). Em

nosso grupo de tumores, a alteragdao V600E foi a mais recorrente no gene
BRAF( ver Figura 11), presente em 35% dos melanomas primarios (ver Figura
14), em uma propor¢ao semelhante a outros trabalhos recentes, que relatam
frequéncias entre 36% - 63% (HODIS et al. 2012; HEIDENREICH et al. 2014;
YAMAZAKI et al. 2015).

Mutagbes no gene NRAS também sao frequentes no melanoma

cutaneo, ocorrendo em geral no éxon 2, apesar de alteracbes no éxon 1
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também serem descritas (ELLERHORST et al. 2011). Em nosso estudo, 20%
dos tumores primarios exibiram mutagées no éxon 2, cédon 61 (c.182A>N),
uma frequéncia semelhante a descrita em trabalhos recentes, que varia entre
7% - 26% dos casos (ELLERHORST et al. 2011; HODIS et al. 2012;
HEIDENREICH et al. 2014). As mutagdes relatadas nestes estudos também se

concentram no éxon 2 do gene NRAS.

Cosmic » Gene » Analysis » BRAF

Mutations Fusions Tissue Distribution CNV & Expr

le__'___'__ S— _ __'--dfﬁge?a

e fr— —
383167 100 200 300 400 500 600 T00 max: 39319
vkl

Substitutions

p.VGOOE (c.1799T>A)

Position: 600
Mutation count: 22611

0
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Figura 38 - A alteracédo ¢.1799T>A é um hot spo tno gene BRAF em melanoma

cutaneo e outros tipos de cancer. Neste histograma todas as mutagbes descritas no
gene BRAF estao distribuidas de acordo com sua localizagdo na sequéncia génica. A alteragéao
V600E possui uma frequéncia muito maior (22611 contagens) que outras alteragdes descritas
no gene. A parte inferior da figura aponta os dominios da proteina codificada; a alteragéo
V600E ocorre, portanto, no dominio tirosina-quinase da proteina. Data do acesso: 11/02/2015.
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Alteragcdes no gene KIT também sido eventos causais no melanoma
cutaneo; no entanto, sdo menos frequentes e estdo normalmente (mas néo
exclusivamente) associadas com o subtipo histolégico acral (HODIS et al.
2012). Em nossa coorte, apenas um tumor foi detectado com mutagao no éxon
11, em paciente com melanoma acral, totalizando 5% da casuistica. Este
percentual é semelhante ao descrito na literatura (2%-5%) (HANDOLIAS et al.
2010; HODIS et al. 2012).

A via MAP quinase € um importante transdutor de sinais relacionados a
proliferagdo celular, antagonizando vias apoptéticas. No melanoma cutaneo,
aproximadamente 90% dos casos possuem uma hiper-ativacdo desta via,
sendo que os genes frequentemente mutados sédo BRAF e NRAS e, em menor
propor¢ao,KIT (SMALLEY 2010). As mutagdes nos genes da via MAP quinase
apresentam padrdao mutuamente exclusivo, apesar de estudos recentes
relatarem raros casos de tumores portadores de mutagoes em BRAF e NRAS
simultaneamente (HODIS et al. 2012). Em nosso trabalho, entretanto, as
mutagdes na via MAP quinase detectadas foram mutuamente exclusivas,
totalizando 60% dos casos (ver Figura 17).

Recentemente, mutagcbes na regido promotora do gene TERT foram
descritas em casos de melanoma familial e melanoma esporadico com
frequencias variando de 33% a 71% (HORN et al. 2013; HUANG et al. 2013;
HEIDENREICH et al. 2014). Um destes trabalhos decreveu associagdo entre
as mutacdes no promotor do TERT e tumores mais espessos € presenca de
ulceracdo. No presente estudo, detectamos mutagcées no promotor do TERT

em 60% dos tumores. Ainda, é importante ressaltar que todos os tumores com
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mutacdo em BRAF e trés dos quatro tumores com mutacbes em NRAS
também apresentaram mutagao na regiao promotora de TERT. Recentemente,
um trabalho apontou uma associagdo estatisticamente significativa entre
mutagdes concomitantes no promotor do TERT e mutagdes em NRAS ou
BRAF (HEIDENREICH et al. 2014).

O gene CDKNZ2A codifica duas proteinas supressoras tumorais: p16™ 4
e p14"7F. A perda da funcgdo de uma destas proteinas &, portanto, um evento
importante na melanomagénese, especialmente pelo fato de aproximadamente
40% dos casos de melanoma familial serem causados por mutagdes
germinativas em CDKNZ2A, na grande maioria dos casos afetando a isoforma
p16 (DE ARAUJO et al. 2014). Melanomas esporadicos apresentam
microdelecdes e mutacdes neste gene em 30% a 50% dos casos (DUTTON-
REGESTER e HAYWARD 2012; HODIS et al. 2012). Adicionalmente, o gene
CDKNZ2A pode ser regulado por hipermetilacgdo do DNA na sua regido
promotora e a auséncia de seus produtos proteicos por quaisquer mecanismos
resulta em desregulagdo do ciclo celular. Uma frequéncia de 25% de
hipermetilacdo do promotor de CDKNZ2A foi descrita em amostras de melanoma
esporadico (KOSTAKI et al. 2014). Em nosso estudo, 50% das amostras
apresentaram microdele¢des e 15% dos tumores exibiram hipermetilacédo do
promotor de CDKNZ2A, resultado que se aproxima das estimativas de
frequéncia de inativacdo de CDKNZ2A presentes na literatura. Vale ressaltar
que dois dos trés casos com hipermetilacdo no promotor de CDKN2A eram
tumores com estadiamento pT4 (para o terceiro caso esta informagédo né&o

estava disponivel no laudo anatomopatolégico), de maneira semelhante a
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estudo recente que relatou significancia estatistica na associacdo entre
hipermetilagdo de CDKNZ2A e tumores mais espessos (KOSTAKI et al. 2014).

Entre os sete pares de tumores primarios e suas respectivas
metastases, cinco apresentaram um quadro de alteragdes causais idéntico (ver
Figura 18). Dois pares, entretanto, apresentaram diferencas: uma das
metastases (12M) adquiriu hipermetilacdo da regido promotora do gene
CDKNZ2A; outra metastatase (30M) apresentou mutagdes em BRAF e na regido
promotora do gene TERT, além de adquirir hipermetilagdo de promotor no alelo
reminiscente do gene CDKNZ2A, enquanto o tumor primario (30T) apresentava
apenas delecdo de um dos alelos de CDKN2A.

O aumento da frequéncia de eventos de hipermetilagdo no promotor de
CDKNZ2A em metastases encontra respaldo em um trabalho recente que
observou a perda da expressao da proteina p16'**? em tecidos de melanomas
metastaticos, juntamente com uma frequéncia de 25% de hipermetilagdo na
regidao promotora do gene CDKN2A (JONSSON et al. 2010).

Ja o aparecimento posterior das mutagdes causais em BRAF e TERT
em tecido metastatico evidencia talvez alta heterogeneidade ja no tumor
primario, uma caracteristica de alguns tipos de cancer (ROBERTSON-TESSI et
al. 2015). Um trabalho recente analisou um caso em que o melanoma primario
apresentava alteracbes causais em BRAF e CDKNZ2A, enquanto o tecido
metastatico apresentava adicionalmente mutagcées na regido promotora do
gene TERT (HOSLER et al. 2015). No entanto, o caso analisado em nosso
trabalho apresenta uma divergéncia ainda maior entre o tumor primario e tecido

metastatico, um processo que pode ter implicagdes clinicas importantes, como
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respostas diferenciadas a determinados tratamentos (VARADA e
MAHALINGAM 2015). Ainda, é importante ressaltar que a técnicna de
sequenciamento capilar apresenta um limite de deteccdo de alelos com
frequéncia entre 15%-20%, e o tumor primario 30T poderia apresentar
mosaicismo em baixo grau com células mutadas em BRAF e TERT, que nao

tiveram seus alelos mutados detectados em nossos ensaios.

5.2 AVALIAGAO DOS NIVEIS DE METILAGAO DO ELEMENTO

REPETITIVO LINE-1

Os niveis de metilacdo do elemento repetitivo LINE-1 no melanoma
cutaneo sao pouco explorados na literatura. Portanto, além de obtermos a
frequéncia absoluta de metilacdo, buscamos também correlacionar os niveis de
metilagdo com caracteristicas clinicas e patologicas dos pacientes.

Dos vinte tumores primarios de nossa casuistica, cinco (20%)
apresentaram uma mediana dos niveis de metilagdo em LINE-1 inferiores a
50%, uma caracteristica que pode levar a maior instabilidade genémica nestas
populacdes de células tumorais. Ao observarmos que caracteristicas seriam
comuns a estes tumores com hipometilacdo de LINE-1, 4/5 apresentaram
estadiamento patoldgico pT4 (um dos tumores nao possuia esta informagao no
laudo anatomopatoldogico) e todos eram portadores de algum evento de
inativagdo do gene CDKNZ2A, fosse delecdo ou hipermetilagdo na regiao
promotora. Uma destas amostras hipometiladas (30T, que apresentou mediana

de metilacdo de 30%), possuia também mutagcbes em NRAS, na regido
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promotora do gene TERT, além de ser um dos tumores a apresentar delegao
em homozigose do gene CDKNZ2A; este tumor também foi classificado como
pT4, demonstrando uma possivel relagao entre hipometilacdo do elemento
LINE-1 e presenga de alteragbes em CDKNZ2A, além de progndstico
desfavoravel.

A possivel associagcdo entre hipometilacdo em LINE-1 e inicio ou
progressao da doenga € respaldada por estudo que observou hipometilagao
em LINE-1 em tumores primarios quando comparados a pele normal e também
a nevos (HOSHIMOTO et al. 2012). Em nosso estudo, tumores primarios
também apresentaram valores de metilacdo em LINE-1 menores que o0s
melandécitos normais, apesar de n&o haver significancia estatistica. Este
mesmo trabalho de HOSHIMOTO et al. (2012) ainda relata uma associagao
significativa entre aumento da desmetilagdo em LINE-1 e estadiamento clinico
avancgado. De maneira semelhante aos nossos dados, o referido trabalho nao
encontrou significancia estatistica entre hipometilagdo em LINE-1 e

caracteristicas anatomopatolégicas independentes, como ulceragéao.

5.3 PERFIL GLOBAL DE METILAGAO DO DNA NO MELANOMA

CUTANEO

As anadlises de metilagao diferencial realizadas entre subgrupos distintos
de amostras utilizaram duas abordagens principais, uma delas desenvolvendo
a pipeline de analise ChAMP (MORRIS et al. 2014) e a segunda feita com a

elaboragdo de um protocolo in house, em colaboracdo com o professor Dr.
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Andre Yoshiaki Kashiwabara.

A utilizacdo de uma plataforma de microarranjo para analise de
metilacdo do DNA, juntamente com o fato da plataforma HM450K possuir dois
sistemas de deteccdo de sinal impdem limitacdes e desafios para a analise dos
resultados. Por conta disso, varias pipelines foram desenvolvidas e
comparadas, com o intuito de identificar métodos de normalizagcao de dados
mais eficientes (MARABITA et al. 2013; WU et al. 2014). O trabalho de
Marabita et al. comparou as diversas pipelines recentemente desenvolvidas
para analise de dados de metilacdo, considerando a diminuicado da
variabilidade entre replicatas técnicas e a correcdo do viés entre os dois
sistemas de detecgao da plataforma HM450K como objetivos em comum para
todas as pipelines. Estes autores concluiram que uma etapa de controle de
qualidade, seguida da normalizacdo dos dados pelo método BMIQ, seria o
método mais eficiente. Desta forma, tanto na pipeline ChAMP quanto na
pipeline desenvolvida in house, optamos por esta estratégia de normalizagao
de dados.

A utilizacdo da pipeline ChAMP leva em consideracdo o conceito de
regides diferencialmente metiladas (DMRs - ver figura 8), no qual um minimo
de trés sondas adjacentes sdo necessarias para construcdo de uma DMR. Se
por um lado esta abordagem reforga uma possivel relevancia biolégica dos
sitios identificados, existe o problema de negligenciarmos sitios CpGs
individuais que sejam diferencialmente metilados e possuam importancia
bioldgica, visto que, em algumas situagdes, até um unico dinucleotideo CpG

poderia exercer papel regulatério em um gene (MURAYAMA et al. 2006).
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Outro problema inerente a utilizacao da pipeline ChAMP e de todas as
outras publicadas seria a analise da maioria das sondas presentes na
plataforma HM450K na comparagao entre grupos relativamente pequenos,
como no presente estudo. O grande numero de testes estatisticos realizados
para correcao implica em penalizacdes estatisticas, que podem ter mascarado
diferencas biologicamente relevantes.

Assim, também desenvolvemos uma segunda estratégia de analise do
padrdo global de metilagdo do DNA em melanomas cutaneos, realizando a
comparagao entre melanomas primarios agrupados de acordo com o espectro
mutacional e caracteristicas clinico-patologicas. Nesta segunda analise, foram
testadas apenas sondas mapeadas em promotores génicos, consolidando um
unico valor de [ para cada gene. Desta maneira, diminuimos
consideravelmente a quantidade de correcbes de p valor, visando a
identificacao de diferencas com robustez estatistica. No entanto, ao utilizarmos
apenas as sondas presentes em regides promotoras, informagdes pertinentes
acerca de outras regides gendmicas, especialmente o corpo dos genes, foram

descartadas.

Analise de metilacao diferencial utilizando a pipeline ChAMP

(a) Comparagéo entre tumores primarios e melandcitos normais

A primeira analise de metilacao diferencial foi realizada com todas as
sondas da plataforma HM450K. A comparacado entre melanomas primarios e

melandécitos normais utilizados como células de referéncia (controles)
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identificou um grande numero de sitios hipermetilados nos tumores, distribuidos
majoritariamente no corpo génico e em regides intergénicas, € em menor
namero em promotores génicos (ver Figura 20). De maneira geral, células
tumorais de diversos tipos adquirem metilagdo em promotores génicos que
contém ilhas CpG, juntamente com perda global de metilacdo de DNA,
localizada mais em regides intergénicas e também no corpo de genes
(ESTELLER 2007; TABY e ISSA 2010; SHEN et al. 2013). Até o presente
momento, ndo ha trabalhos em melanoma cutdneo descrevendo o padrao
global de metilagdo de DNA em regides outras que nao promotores génicos
particulares. Embora a plataforma HM450K apresente distribuicdo maior de
sondas em promotores génicos e em ilhas CpG do que em regides
intergénicas, nossos resultados nos melanomas indicam um padrdo de
metilacao diferente do descrito na literatura em regides intergénicas e no corpo
de genes.

E importante ressaltar que a comparacdo entre melanomas primarios e
tecidos normais adjacentes ndo € possivel, visto que a distribuicdo espagada e
baixa propor¢cao de melandcitos na pele dificulta seu isolamento do restante
das células sem utilizagad de técnicas de cultura de células (CICHOREK et al.
2013). A utilizagao, portanto, de culturas primarias de melandcitos foi a opgéo
mais viavel para analise de metilacdo do DNA comparativa, buscando um
mecanismo tecido-especifico. No entanto, € sabido que culturas de células
sofrem alteragbes no perfil epigenético que se acentuam de acordo com o
tempo em cultura: alteragdbes no padrao de metilacdo do DNA estdo

relacionadas a hipermetilagdo em promotores génicos especificos, mas o
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evento mais marcante, no entanto, € a perda global de 5-hidroximetilcitosina
(5hmC) (NESTOR et al. 2015). Desta forma, ndo podemos excluir um possivel
viés em parte de nossos resultados, proveniente da utilizagdo de culturas de
melandcitos como padrao de referéncia para melanomas.

A presenca em melanomas cutaneos de um grande numero de eventos
de hipermetilacdo no corpo génico representa um desafio adicional ao
entendimento da melanomagénese: Um trabalho recente desenvolveu um
método para avaliar se os niveis de metilagdo em segmentos distintos de um
gene poderiam predizer o nivel de expressdo (LOU et al. 2014). Os autores
relatam que tanto eventos de metilagdo em promotores génicos com alta
densidade de dinucleotideos CpG quanto a metilagdo no corpo dos genes séo
parametros capazes de predizer os nives de expressdo génica; ainda,
aparentemente a metilagdo no corpo do gene apresenta correlagdo negativa
com a expressdao génica ainda mais evidente do que a correlagdo entre
metilacdo no promotor do gene e sua expressao. Desta forma, a hipermetilagao
predominante em sitios localizados no corpo génico que detectamos nos
tumores poderia estar associada com alteragao da expressao de varios genes.

Recentemente, eventos de hipometilaggo de DNA em regides
intergénicas foram associados a reativagao de elementos de transposicéo, que
adquiriam atividade de enhancer na regulagao positiva da expressao de genes
adjacentes (XIE et al. 2013). Neste trabalho, familias especificas de elementos
de transposicao exibiam hipometilacdo de uma maneira tecido-especifica, de
maneira que os genes mapeados em uma distadncia de até 500kb de tais

elementos eram relacionados com fungdes relevantes para o tecido



125

correspondente. Considerando esta observagao e o numero elevado de DMRs
(differentially methylated regions) que detectamos em sequéncias né&o-
codificadoras neste estudo, investigamos uma possivel associacdo destas
DMRs hipometiladas com elementos de transposicdo. Metade das DMRs
hipometiladas nos melanomas cutaneos estava associada a elementos de
transposicao, além de apresentarem genes mapeados numa janela de 500Kb a
montante e a jusante. A maioria destes genes apresenta algumas alteragdes ja
relatadas em melanomas cutaneos, apesar de nao estarem relacionados com
nenhuma via classica deste tipo tumoral. A presenca de outros elementos
genéticos e epigenéticos nestas DMRs, como por exemplo InNcRNAs e marcas
de ativacdo em histonas, da indicios de que eventos de metilagao aberrante
em sequéncias intergénicas ligadas a elementos repetitivos poderiam ter um

impacto funcional na tumorigénese ou progressao do melanoma.

(b) comparagédo entre melanomas primarios de acordo com caracteristicas
clinico-patoldgicas e mutacionais

As analises de metilagao diferencial realizadas entre subgrupos distintos

de tumores agrupados de acordo com caracteristicas clinico-patologicas e de

acordo com o perfil de mutagdes causais que foi realizada utilizando a pipeline

ChAMP resultou, na maioria dos casos, em auséncia de deteccdo de

diferencas de metilacdo. Como anteriormente mencionado, a utilizagdo de

microarranjos gendmicos de alta resolugdo como HM450K pressupde a

realizacdo de um numero grande de corre¢des de p valor para identificacdo de

alteracdes potencialmente reais. No entanto, disso decorre uma penalidade
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estatistica proporcional ao numero de alvos testados, o que € intrinsecamente
desvantajoso em situagdes especificas, particulamente na presenca de
diferencgas sutis entre grupos, tamanho amostral pequeno e grupos constituidos
por amostras heterogéneas. Portanto, a analise de metilacdo diferencial
utilizando a pipeline ChAMP revelou-se inadequada para a presente casuistica,
provavelmente devido ao tamanho reduzido dos diferentes subgrupos

comparados.

Analise de metilacao diferencial utilizando a pipeline customizada

Recentemente, 1402 sitios CpGs foram avaliados em melanomas
cutaneos (THOMAS et al. 2014) e foi identificada uma prevaléncia de eventos
de hipermetilagdo em tumores portadores da mutagdo BRAF'®° enquanto
que outro estudo (GAO et al. 2013) ndo encontrou um perfil de metilagéo
exclusivo nestes tumores em associagao a presenca de mutacdes em BRAF e
NRAS. Outro trabalho recente (MARZESE et al. 2014), investigando amostras
de metastase cerebral de melanomas cutaneos, também n&o identificou
relagdo entre mutacbes em BRAF e NRAS e perfis distintos de metilacao.
Desta forma, fica evidente que a associacado entre assinaturas especificas de
metilacdo de DNA e mutagdes causais ainda nao se encontra bem
estabelecida no melanoma cutdneo, mostrando o quanto nosso estudo pode
ainda contribuir para ampliar esse conhecimento.

Nossa analise revelou nos tumores portadores de mutacbes causais

(mutagdes nos genes BRAF, NRAS, KIT e regiao promotora do TERT, e
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inativagcdo de CDKNZ2A por delecao ou hipermetilagdo de promotor) padrées de
metilagcdo de DNA globais distintos, a depender da mutagao causal avaliada.
Amostras mutadas em BRAF ou TERT exibiram numero maior de eventos de
hipometilagdo, resultado discrepante em relacdo ao ja relatado no estudo
citado acima. Mutagdes em NRAS ou mutagdes na via MAP-quinase (NRAS,
BRAF, KIT) estiveram em nosso estudo associadas preferencialmente a
eventos de hipermetilacdo. As discrepancias de resultados entre os estudos
podem ser causadas por inumeros fatores: diversidade de subtipos histolégicos
analisados conjuntamente (com exceg¢ao do trabalho que analisou apenas
metastases cerebrais de melanoma) podem introduzir viéses na analise; a
utilizacdo de meétodos alternativos de normalizacido de dados e pesquisa de
metilagao diferencial nos estudos também pode contribuir para diferengas entre
os resultados; assim como um numero amostral reduzido, utilizado neste
estudo e nos trabalhos publicados, que poderia diluir resultados relevantes em
funcdo da grande heterogeneidade intertumoral sempre existente em tumores
solidos.

Tumores portadores de inativacdo de CDKNZ2A exibiram quantidade
equivalente de eventos de hipo e hipermetilagdo de promotores génicos,
indicando um padrao generalista de desregulacao epigenética em relagédo aos
demais. Até o presente momento, nao existem trabalhos na literatura
descrevendo associacio entre a presenca de mutagdes em TERT ou CDKNZ2A
em melanomas cutaneos e perfil distinto de metilagao.

A analise visando a associacao entre diferentes caracteristicas clinico-

patolégicas e padrdo de metilagdo evidenciou alteragbes distintas em
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associacdo as mesmas. Melanomas acrais em comparagdo aos demais
subtipos, assim como melanomas com presenca de infiltrado inflamatdrio,
apresentaram um grande numero de promotores génicos hipermetilados.
Notavelmente, foi detectado em melanomas acrais um enriquecimento de vias
bioldgicas relacionadas com resposta imune humoral e imunidade mediada por
células B; este resultado é instigante pelo fato deste subtipo de melanoma
cutaneo geralmente estar associado a presenga de infiltrado inflamatério e
reacao inflamatéria local (PILIANG 2011).

Adicionalmente, tumores de pacientes que desenvolveram metastase
linfododal apresentaram um padrao de hipometilacdo na quase totalidade dos
promotores génicos. Eventos de hipometilagdo em promotores génicos
especificos estdo relacionados com pior progndéstico em cancer de ovario e
endométrio, por exemplo (HOIVIK et al. 2014; LIAO et al. 2014). Em melanoma
cutaneo, no entanto, ndo ha estudos associando hipometilacdo em promotores
génicos com pior progndéstico. Tumores com estadiamento pT4 ou com
ulceracdo apresentaram um numero equivalente de eventos de hipo e
hipermetilagdo em promotores génicos, sendo que os genes afetados integram
processos bioldgicos relacionados ao crescimento celular e migragao celular,
respectivamente.

Analisamos nossos dados a luz de trabalhos recentes(ECSEDI et al.
2014; THOMAS et al. 2014), como o estudo de Thomas et al., no qual
melanomas cutaneos com estadiamento pT4 apresentaram maior numero de
promotores hipermetilados, ao passo que amostras com presenca de ulceragao

apresentaram uma frequéncia semelhante de eventos de hipo e hipermetilagcao
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do DNA, de maneira semelhante aos nossos resultados. O trabalho de ECSEDI
et al. (2014) com amostras de melanoma cutaneo relata hipometilagéo para a
maioria dos sitios CpG em promotores génicos em amostras com pior
prognéstico, em destaque para tumores estadiados como pT4 e com presenca
de ulceracéo, resultado parcialmente diferente de nosso estudo.

Dos genes que identificamos como diferencialmente metilados em
melanomas com indice de Breslow acima de 4mm, apenas o gene HOXA9
(homeobox A9) havia sido anteriormente identificado como alvo de alteragao
epigenética, tanto em melanomas cutaneos (THOMAS et al. 2014), como em
cancer de ovario; eventos de hipermetilacdo na regido promotora de HOXA9
estdo também relacionados com maior risco de metastase em cénceres orais
(KO e NAORA 2014; UCHIDA et al. 2014).

A comparacgao entre os genes diferencialmente metilados identificados
em nosso estudo e os genes descritos no trabalho de ECSEDI et al. (2014)
revelou 4 genes em comum, de acordo com caracteristicas patolégicas ou
mutacionais: LTA (lymphotoxin alpha) (indice de Breslow> 4mm); LTA, DCC
(DCC netrin 1 receptor) e EPHAS (EPH receptor A5) (presenca de ulceragao);
COL1A2 (collagen, type |, alpha 2) (mutacdo em BRAF). Importante, o gene
DCC é um importante supressor tumoral frequentemente inativado em
carcinoma colorretal (CHO e FEARON 1995), enquanto que polimorfismos no
gene LTA estdo associados com linfomas de células T (LIU et al. 2013). Ja o
gene EPHAS5 é frequentemente inativado por hipermetilagdo em sua regiao
promotora em cancer de mama e de prostata (FU et al. 2010; LI et al. 2015). O

gene COL1A2 também ja foi descrito como hipermetilado em melanoma e em
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outros tipos de cancer, estando associado com progndstico desfavoravel
(ANDERTON et al. 2008; MORI et al. 2009; BONAZZI et al. 2011; MISAWA et
al. 2011-2012).

Portanto, aparentemente tanto perda quanto ganho de metilagdo podem
estar relacionados a caracteristicas clinicas associadas a pior progndstico,
sendo que o resultado pode depender da caracteristica avaliada e da funcao
celular potencialmente afetada pela modificagdo epigenética: tumores com
estadiamento > pT4 ou ulcerados ganham e perdem metilagdo em promotores
génicos em mesma proporgdo; enquanto que pacientes que desenvolvem
metastase linfonodal apresentam em seus tumores primarios grande perda de

metilagdo em regides promotoras.

5.4 ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES CANDIDATOS

Selecionamos 6 genes com grandes diferengas de metilagdo entre
grupos formados de acordo com caracteristicas clinico-patologicas e
mutacionais para avaliar seus niveis de expressdo: HIST1H1D, SSPN,
HIST1H4D, HIST1H3H, PAX8-AS1 e HIST1H4F, listados na Tabela 8.

A correlagao entre hipermetilagdo de ilha CpG em regido promotora de
um gene e expressao € sabidamente negativa para a maioria das situagdes
(JONES 2012; LOU et al. 2014), ou seja, quanto maior o nivel de metilacdo na
regido promotora, menor sera o nivel de expressao génica. Desta forma, a
hipermetilagdo em promotores associados a ilhas CpG €& um evento

diretamente relacionado a repressao transcricional. Observamos que todos os
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genes analisados se comportaram em conformidade com esta premissa em
nossas analises. De acordo com LOU et al. (2014), de maneira geral, ao
plotarmos os valores de metilagcdo do DNA dos genes contra seus respectivos
valores de expressao relativa, podemos esperar uma distribuicdo de pontos em
forma de L: pontos em regides de valores maximos estardo proximos as
abcissas e ordenadas, representando situacées em que a correlagao entre
metilacdo do DNA e expressado génica € fortemente negativa; outra parte dos
pontos ira se concentrar na proximidade ao ponto de encontro das abscissas e
ordenadas, uma regido onde a correlagao entre metilagdo do DNA e expressao
nao € evidente. Como podemos observar em nossos dados (ver figuras 26-31),
o comportamento da correlagdo entre metilagdo de DNA e expressdo génica
previsto pelo trabalho de Shaoke et al. foi detectado nos seis genes que
investigamos, embora apenas trés com p valor <0.05.

Dos seis genes que tiveram os niveis de expressdao mensurados, quatro
(HIST1H3H, HIST1H4D, HIST1H4F e SSPN) nao apresentaram diferenca de
expressao entre os grupos comparados (fold) com significancia estatistica.
Apesar dos genes HIST1H3H, HIST1H4F e SSPN terem apresentado niveis de
expressao diminuidos nos tumores com hipermetilagdo em promotor, outros
elementos regulatérios devem estar agindo no controle da expressédo destes
genes, visto que esta regulacdo € um evento cooperativo entre inUmeros
fatores genéticos e epigenéticos, ndo limitados a metilagdo do DNA (BIRD
2002; JONES 2012).

O gene PAX8-AS1, com promotor hipermetilado em tumores de

pacientes que desenvolveram metastase linfonodal, € um IncRNA mapeado
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internamente ao gene PAX8 (paired box 8), apresentando em nossos dados
repressao transcricional nestes tumores. Pela sua natureza e localizacio, este
IncRNA possivelmente esta relacionado ao controle in cis da expressao do
gene PAX8. O gene PAX8 é um fator de transcrigéo ja relacionado ao estado
de diferenciacdo de células foliculares da tiredide e esta também associado a
capacidade de migragcao e tumorigénese de células de cancer de ovario (DI
PALMA et al. 2014). A verificagdo do status de metilagdo da regido promotora
do IncRNA PAX8-AS1 em culturas de melanécitos, a partir da base de dados
ENCODE ROADMAP Epigenomics Project (http://www.encode-roadmap.org/),
indica hemi-metilagdo na regido, enquanto que o promotor do gene PAXS8
encontra-se desmetilado (Figura 38) — tais dados reforgam a alteracdo do
padrao de metilacdo destas sequéncias nos melanomas de pacientes com
metastase linfonodal em relacdo a melandcitos. Desta forma, poderiamos
postular que a hipermetilacdo do IncRNA PAX8-AS1 com consequente
diminuicdo dos niveis de seu transcrito — evidéncias detectadas em nosso
estudo - estaria relacionada com aumento de expressao do gene PAX8 nos
melanomas de pacientes com metastase linfonodal - hipdtese a ser
averiguada. Ao observarmos as frequéncias de alteragbes genéticas dos dois
genes (PAX8 e PAX8-AS7) em melanomas cutdneos na base de dados
cBioPortal, encontramos uma pequena frequéncia (6%) de alteragdes em
PAXS, principalmente aumento de expressao (Figura 39). No entanto, um
trabalho avaliou os nives de expressao proteica de PAX8 em varios tipos de
tecidos neoplasicos, sendo que em melanoma cutaneo a sua expressao foi

100% ausente (TACHA et al. 2011).
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Figura 39 - Panorama de alteragbes genéticas em 477 melanomas cutaneos
do The Cancer Genome Atlas afetando genes relacionados com tumores que

desenvolveram metastase linfonodal.
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Figura 40 - Perfil de metilacdo do DNA da regido genbmica 2913 visualisada através do navegador UCSC genome

browser, na qual estdo localizados os genes PAX8 e PAX8-AS1. Nas linhas superiores, encontram-se os diferentes transcritos do
gene PAX8e PAX8-AS1 (DKFZp686E10196). llhas CpGs estdo marcadas como blocos verdes logo abaixo. A linha marcada em verde-claro
representa os dados de sequenciamento de DNA convertido (para analise de metilagdo de dinucleotideos CpG). Podemos observar que a regiao
onde se encontra o promotor do gene PAX8-AS1 apresenta cores amarelas, representativas de hemi-metilagdo. O promotor do gene PAX8 (canto
direito da figura) encontra-se desmetilado. As ultimas linhas representam o status de metilagdo das sondas da plataforma HM450K obtidas a partir
de diferentes culturas celulares de pele, prinicipalmente queratindcitos.

134



135

O gene HIST1H1D codifica a variante da histona de ligacdo H1.3 e
em nosso estudo foi identificado como hipometilado em tumores com
mutacdes em BRAF, apresentando aumento de expressdo neste grupo
tumoral em relagcdo aos melanomas BRAF-selvagens com fold de 2,63
vezes. O gene HIST1H1D ja foi relatado como pouco expresso em
osteossarcomas que nao super-expressam COX-2 (HAN et al. 2014).
Recentemente, a super-expressdo da variante H1.3 foi relacionada com
menor taxa de crescimento e formacgao de coldnias em células de cancer de
ovario (MEDRZYCKI et al. 2014). Nao ha trabalhos na literatura
descrevendo alteragdes deste gene em melanoma. Entretanto, uma busca
na base de dados cBioPortal revelou uma frequéncia de 6% de alteracdes
genéticas em melanomas cutaneos, principalmente ganho de cdpias

(amplificagao) e aumento de expressao génica (Figura 40).
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Figura 41 - Panorama de alteragbes genéticas em 477 melanomas cutaneos
do The Cancer Genome Atlas afetando o gene HIST1H1D, hipometilado em

tumores que apresentam mutagdes em BRAF.

5.5 Busca de assinaturas epigenéticas especificas
O trabalho de HOU et al. (2012) em linhagens de melanoma

portadoras da mutagcdo BRAFY®%%F

sugere que alteragbes no metiloma de
tais células ocorreriam em decorréncia de ativacado da via MAP quinase, que
por sua vez culmina na hiper-ativagdo das enzimas DNMT1 e EZH2,
elementos efetivos na adicdo de marcas epigenéticas nas células. De
acordo com esta hipétese, a ativacdo da viaMAP-quinase por outros meios
que nado a mutagao em BRAF, como mutacdes ativadoras em NRAS ou KIT,
deveria portanto exercer efeito semelhante no metiloma de células de
melanoma. Desta forma, nds postulamos que este efeito seria detectado
pela presenga de uma assinatura de genes diferencialmente metilados,

independentemente de qual alteracio estivesse ativando constitutivamente a

via MAP-quinase.
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Com o intuito de obter uma assinatura de genes diferencialmente
metilados que fosse especifica para melanomas portadores de mutacdes
drivers na via da MAP-quinase, comparamos tumores portadores de
mutacbes em genes desta via (BRAF, NRAS, ou KIT) com amostras
selvagens quanto a esta via (ver Figura 17). Esta analise € diferente da
comparacgao feita entre amostras mutadas contra selvagens para a mesma
mutacgéao, pois nesta ultima muitas vezes estamos comparando conjuntos de
tumores nos quais ambos 0s grupos comparados podem conter amostras
com alguma mutagao na via MAP-quinase.

Buscamos ainda obter um grau de confianga maior com relagéo a
genes diferencialmente metilados no grupo de tumores com mutagdes
especificas da via MAP-quinase; assim, realizamos a comparacado entre
tumores mutados na via MAP-quinase e o grupo de melandcitos-controle,
para entdo intersectarmos as duas listas de DMRs. O conjunto de DMRs
compartilhadas pelas duas analises seria especifico do grupo de tumores
portadores de mutagbes na via MAP-quinase. No entanto, este conjunto de
DMRs que seria marcador de mutagdes na via MAP-quinase apresenta
sobreposig¢ao praticamente total com o conjunto de DMRs comum a todos os
melanomas portadores de quaisquer mutag¢des causais investigadas (NRAS,
BRAF, TERT, CDKNZ2A), resultado interpretado aqui como a auséncia de
uma assinatura especifica para a via MAP-quinase (ver Figura 36).

Entretanto, se por um lado este conjunto de intersecgbes entre
diferentes analises revelou a auséncia de uma assinatura de metilagao de

DNA especifica para a via MAP-quinase, obtivemos uma assinatura
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epigenética independente do background mutacional e, portanto, bastante
robusta para o melanoma cutaneo, composta por 516 DMRs que
correspondem a 516 genes Anexo 2). Esta constatagao € corroborada pela
sobreposi¢ao parcial entre a lista de genes previamente relatados como
diferencialmente metilados em associagdo a caracteristicas clinico-
patolégicas e mutacionais no trabalho de ECSEDI et al. (2014) com genes
que compdem a assinatura de DMRs constitutivas do melanoma cutaneo
identificada em nosso estudo: EMR3 (egf-like module containing, mucin-like,
hormone receptor-like 3), MMP14 (matrix metallopeptidase 14 (membrane-
inserted), DCC GP1BB (glycoprotein |Ib (platelet), beta polypeptide) (indice
de Breslow); MMP14, DCC, EMR3 (presengca de ulceragdo); COL1A2,
SENP6 (SUMO1/sentrin specific peptidase 6), GP1BB (mutagcdo em BRAF).
Os genes COL1A2 e EPHAS5 apresentam hipermetilagcdo na regiao
promotora em diversos tumores enquanto que o gene DCC é um importante
supressor tumoral frequentemente inativado em carcinoma colorretal, como
discutido anteriormente (CHO e FEARON 1995; ANDERTON et al. 2008;
MORI et al. 2009; FU et al. 2010; BONAZZI et al. 2011; MISAWA et al. 2011-
2012; LI et al. 2015). A regulagao positiva do gene EMR3 esta relacionada
com pior prognéstico em glioblastoma (KANE et al. 2010), enquanto que a
expressao do gene MMP14 esta diretamente relacionada com a capacidade
migratoria de células de melanoma (HONG et al. 2014); outro estudo
associou a presengca da proteina codificada por MMP14 com pior
progndéstico em melanomas orais (KONDRATIEV et al. 2008). A deplegao do

gene SENP6 em linhagens de tumores de figado, mama e bexiga
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implantadas em ratos reduziu o crescimento celular e capacidade invasiva
das células (STEFANSKA et al. 2014). Nao ha estudos na literatura
descrevendo o gene GP1BB em cancer.

As vias biolégicas enriquecidas para esta assinatura de genes
diferencialmente metilados também apontam para processos cruciais para o
processo de tumorigénese (regulagdo do desenvolvimento celular) e
alteragdes no padrao de expressao génica da célula (ligagdo da RNA pol Il a

sequéncias regulatdrias e ligagdes a sequéncias especificas do DNA).
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6 CONCLUSAO

Detecgéo de alteragbes causais no melanoma cuténeo.

Neste estudo, investigamos um painel de alteragbes causais no
melanoma cutdneo com o intuito de utilizar estas informagdes juntamente
com dados clinicos e patoldgicos e a analise de metilagdo de DNA. Um dos
principais objetivos era investigar a possivel existéncia de uma assinatura de
metilacdo de DNA especifica para cada caracteristica investigada.

A deteccdo de mutagdes causais nos genes BRAF, NRAS, KIT,
CDKN2A e TERT em nossa coorte revelou frequéncias mutacionais
similares as descritas na literatura. As mutagdes na via MAP-quinase
(BRAF, NRAS, KIT) ocorreram em 60% dos casos e foram mutuamente
exclusivas, ao passo que mutagdes na regidao promotora do gene TERT
estiveram associadas na maioria das vezes com mutagdes em NRAS e
BRAF, como anteriormente relatado. Estudos adicionais sdo requeridos para
verificar uma possivel associacdo entre mutacoes em TERT e BRAF ou
NRAS e um comportamento tumoral mais agressivo.

A presenca de dele¢cdes e hipermetilagdo no promotor do gene
CDKNZ2A foram frequentes em nossa casuistica. Para dois dos tumores
primarios investigados, detectamos nas metastases pareadas a aquisi¢ao de
hipermetilagdo no promotor do gene, corroborando a hipétese de aumento
da hipermetilacdo de CDKN2A em tecidos metastaticos. Desta forma,

evidencia-se que alteragbes em CDKNZ2A sao eventos importantes no
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processo de metastizacdo do melanoma. Essa ideia é reforgada por estudo
recente (MARZESE et al. 2014) que foi capaz de separar metastases
cerebrais de melanoma em dois grupos de acordo com a presenga ou nao
de alteragdbes em CDKNZ2A; pacientes com delecbes em CDKN2A

geralmente possuiam multiplas metastases cerebrais.

Avaliagéo dos niveis de metilagdo do elemento repetitivo LINE-1.

Das amostras avaliadas quanto aos niveis de metilacdo do elemento
repetitivo LINE-1, cinco apresentaram niveis inferiores a 50%, tendo em
comum estadiamento pT4 e presenca de alteracbes no gene CDKNZ2A. A
associacdo entre hipometilacdo de LINE-1 e estadiamento avancado do
melanoma foi descrita recentemente (HOSHIMOTO et al. 2012), embora nao
exista ainda na literatura associacdo entre alteracdo de metilacdo no
elemento LINE-1 e mutagbes no gene CDKNZ2A. Analises posteriores em

casuisticas maiores sao requeridas para elucidar esta possivel associagao.

Perfil global de metilagdo do DNA no melanoma cuténeo.

Inicialmente, realizamos a analise CHAMP na comparagao entre
melanomas primarios e culturas primarias de melandcitos, que revelou um
padrdo global de metilagdo do DNA diferenciado, com grande numero de
regides intergénicas hipermetiladas, assim como sitios CpGs ao longo do
corpo de muitos genes. O efeito do aumento dos niveis de metilagdo em
regides intergénicas nao é conhecido e estudos posteriores sdo necessarios

para investigar se estes eventos possuem relevancia no surgimento e/ou



142

progressao do melanoma, e através de que mecanismos este aumento de
metilacdo atuaria no controle transcricional, possivelmente afetando regides
regulatérias como enhancers, por exemplo. A metilagdo no corpo do gene,
por sua vez, pode estar associada com a expressao génica, visto que pode
interferir na eficiéncia da elongagao da transcrigdo (LOU et al. 2014). Desta
forma, o grande numero de DMRs hipermetiladas no corpo génico que
detectamos em melanomas pode estar relacionado com diferengas nos
niveis de expressdo de ao menos parte destes genes, contribuindo para o
fénotipo tumoral.

Algumas regides intergénicas hipometiladas e associadas com
elementos de transposicdao e IncRNAs foram encontradas neste estudo,
sugerindo uma possivel contribuicdo destes eventos para o fendtipo
maligno, visto que a hipometilagdo em elementos repetitivos esta associada
com re-ativagdo e consequente alteracédo da regulagdo da expressao de
genes proximos (XIE et al. 2013). Desta forma, estudos que abordem os
niveis de metilacgdio do DNA para além de promotores génicos sao
fundamentais para o completo entendimento do papel deste mecanismo
epigenético na melanomagénese, bem como a analise de expressdo dos
genes relacionados.

Nao foram detectadas DMRs entre diferentes subgrupos de
melanomas utilizando a abordagem ChAMP. Assim, a utilizacdo de uma
pipeline customizada para analise de metilacdo diferencial foi outra
abordagem utilizada neste projeto. Conseguimos estabelecer por meio desta

pipeline customizada diversos perfis globais de metilagdo do DNA, distintos
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para cada alteragcdo causal e caracteristicas clinicas e patoldgicas. Em
ultima analise, além de obtermos um melhor entendimento do panorama
epigenético do melanoma cutaneo, pudemos também apontar subgrupos de
melanomas com uma assinatura de hipermetilacédo global em promotores
génicos (tumores com mutagdes em NRAS, do subtipo histologico acral, e
aqueles que apresentam infiltrado inflamatdrio), que seriam potencialmente
mais suscetives a tratamento com agentes desmetilantes, por exemplo(YOO
e JONES 2006).

Por fim, comparamos a lista de DMRs obtida a partir de analise em
subgrupo de tumores portadores de mutagdes ativadoras da via MAP-
quinase com as listas de DMRs em subgrupos portadores de mutacdes
causais nao pertencentes a esta via. Constatamos que uma assintura de
DMRs exclusiva para a via MAP-quinase, como foi deduzida a partir do
trabalho de HOU et al. (2012), seria inverossimil; tal discrepancia poderia ser
explicada pelas diferengas intrinsecas entre epigenomas derivados de
culturas celulares, como no estudo de Hou, e epigenomas de espécimes
frescos, como aqui estudamos. Por outro lado, detectamos no grupo total de
melanomas cutdneos uma assinatura epigenética em promotores génicos,
presente independentemente do background mutacional dos tumores
estudados, sendo desta forma bastante consistente. O aprofundamento no
estudo do conjunto de genes que apresenta elementos epigenéticos
consistentemente alterados em melanomas cutdneos pode auxiliar no
entendimento da biologia tumoral, além de ser um ponto de partida adicional

para a busca de terapias que atinjam as vias relacionadas a estes genes.
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Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 1765/13 3
“Investigacio do perfil mutacional em melanomas cutineos e lmpacto no padrio gluhal
de metilagio do DNA”,

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagiio
Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua Gltima reunido de
07/05/2013. apos analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunido de
09/04/2013, aprovaram a realizagdo do projeto do estudo em referéncia (datado de 05 de
man;u de 20]3) e tomaram conhecimento dos seguintes documentos;

~  Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos:
»  Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes do Conselho NdC]O[ldl de
Saude:
~ Termode Dispensa do Consentimento Livre ¢ Esclarecido;
» _ Declaragio Sobre os Dados Coletados, Publicacdo dos Dados e ]’roprlt.dadc das
Informagdes Geradas;
~  Declaragio Sobre o Uso e Destino do Material Biologico, Publicagdo dos Dados e
Propriedade das Informagoes Geradas:
~  Declaragio de Clcnma ¢ Comprometimento du Departamento de Cancer de Pele ¢
Dermatologia;
~  Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Centro Internacional de Pesquisa ¢
Ensino (CIPE);
o »  Declaragio de Ciéncia ¢ Comprometimento do Biobanco:
» Declaragio de Ciéncia ¢ Comprometimento do Departamento de Anammm
Patologica;
~ Declaragio Sobre a Publicagio dos Dados de Pesquisa Utlluandu Amostras
" Fornecidas ¢ Processadas pelo Biobanco do Hospital AC (,amdrl,o_
»  Declaragio de Infraestrutura-e Instalagoes do Centro Internacional de Pesquisa e
Ensino (CIPE); [
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Informagies a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas ao
CEP dentro de 12 meses. -

Atenciosamente.
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Anexo

2- Lista

dos

516

genes

diferencialmente

metilados

independentemente do background mutacional de melanomas cutaneos

primarios.
CST7 CA14
ACP5 CABLES1
ACSBG1 CABYR
ACSF2 CACNATH
ACTA1 CARD11
AGAP2 CASC15
AIM2 CASS4
AKR7A3 CBLN4
AKR7L CCDC140
ALDH1L1 CCDC163P
ALDH?2 CCDC19
ALOX12 CCL23
ALX4 CD300LG
ANGPT2 CD302
ANGPT4 CD79B
ANKRD30A  CDH19
AOX1 CDKL2
APC2 CFTR
AQPEP CHAD
ARHGAP15  CHI3L1
ARHGAP25  CHN2
ARHGAP27  CIDEA
ARHGDIB CLDN11
ASZ1 CLDN6
AURKC CLDN9
B3GALT4 CLIC6
BARHL2 CMYA5
BCLIL CNTN1
BEND7 CNTNAP5
BEST1 COL11A1
BIN2 COL12A1
BNC1 COL14A1
C100rf107 COL1A2
C100rf108 COL24A1
C110rf88 COL7A1
C140rf23 CPT1B
C140rf39 CPT1C
C150rf26 CTXN2
C150rf60 CXCL10
C170rf107 CYGB
C190rf59 CYP1B1
C19orf71 CYP26C1
C1orf194 CYTIP
C220rf45 DAO
C20rf40 DCC
C20rf70 DCDC2
C3orf15 DDN
C3orf72 DENND1C
C50rf38 DKK3
C50rf52 DLEU7

PCDHGB3

S1PR4

DLGAP2
DMGDH
DMRTAZ2
DNAH10
DNAJA4
DNALI1
DPP6
DPY19L2P2
DRC1
DRD4
DYSF
ECEL1P2
EFCABT1
EID3
ELFN1
ELTD1
EMRS3
EN1
ENTPD3
EPHX3
ESPN
ESPNP
ESRP1
EVX1
EVX2
EXOC3L2
FADS2
FAM13A
FAM183A
FAM49A
FERD3L
FES
FLJ42709
FLJ42875
FLRT2
FOXG1
FOXL2
FRZB
GALNT3
GATA4
GBX2
GCM2
GCNT2
GCSAML
GFI1
GIMAP7
GIMAPS
GJC2
GLIPR1L1
GLRAT1
TAGLN3

GNA14
GNMT
GP1BB
GP6
GPR133
GPR25
GPR31
GPR6
GPR75
GRAMD1B
GRAMD2
GRHL2
GRM1
GSTO2
HAAO
HCG4
HIST1H1A
HIST1H2AE
HIST1H2AJ
HIST1H2BB
HIST1H2BE
HIST1H2BG
HIST1H2BH
HIST1H2BI
HIST1H2BM
HIST1H3E
HIST1H3F
HIST1H3G
HIST1H3I
HIST1H4F
HIST1H4L
HIST2H2BA
HIST2H2BF
HKR1
HLA-DPB1
HLA-G
HLA-H
HLA-J

HLF
HORMAD2
HOXA11
HOXA11-AS
HOXA4
HOXA7
HOXA9
HOXB2
HOXD10
HOXD12
HOXD3
HOXD4
ZART1

HPSE?2
HSPB6
IGFBP3
IL1RN
IL21R
INSRR
IRF6

IRX2

ISL2
ITGBL1
1IZUMO1
JAKMIP3
JPH4
KCNA4
KCNAB2
KCNAB3
KCNC2
KCNE4
KCNQ1DN
KCNQ2
KIAA0930
KIAA1751
KIF26A
KLHDC7B
KLHL6
KNDC1
KRT7
KRT9
KRTCAP3
LAIR1
LCAT
LCP2
LCTL
LGALS3BP
LHX1
LHX2
LHX6
LHX8
LILRA4
LILRB2
LINC00304
LINC00336
LINC00346
LINC00588

LOC100127888
LOC100130776
LOC100132707
LOC100270710

LOC144571
LOC145845

LOC146880
LOC200726
LOC254559
LOC284688
LOC285370
LOC285796
LOC286002
LOC400931
LOC401463
LOC440461
LOC440839
LOC648691
LOC90834
LOXL1
LRRNA4CL
LTF

LZTS1
MAB21L1
MACC1
MBP
MEF2B
MEOX2
MFSD6L
MGC12916
MGC16025
MGC45800
MIR10A
MIR1247
MIR125B1
MIR127
MIR149
MIR153-2
MIR155HG
MIR24-1
MIR323B
MIR329-1
MIR365A
MIR485
MIR487B
MIR539
MIR548F5
MIR596
MIR641
MIR656
MIR663A
MIR758
MLNR
MMACHC
MMP14
MMP23B

MPZL2
MSC
MSX1
MT3
MTMR7
Mucz2
MUCS5B
MUC6
MYF5
MYO16
MYTIL
NAGS
NAV1
NBEA
NKAPL
NKX2-2
NKX2-5
NKX2-8
NLRP12
NMES
NPAP1
NR2E1
NRIP2
OLIG1
OLIG2
OLIG3
OR12D2
OR14J1
OR9Q1
OSM
OSR1
OSR2
OTP
P2RX6
PAPL
PARVG
PAX6
PAX9
PCDH17
PCDHGA1
PCDHGA10
PCDHGA?2
PCDHGA3
PCDHGA4
PCDHGAS
PCDHGAG6
PCDHGA7
PCDHGA9
PCDHGB1
PCDHGB2



PCDHGB4
PCDHGBS
PCDHGB6
PCDHGC4
PCED1B
PCSK9
PDE4D
PHKG1
PHOX2B
PIEZO2
PIPOX
PITX2
PLCD4
PLOD2
POM121L12
PON3
PPP1R2P1
PPP1R3C
PRAME
PRDM13
PRDM14
PRDM8
PRKD3
PRLHR
PROCA1
PRR15
PRRT1
PTCHD4
PTPN6
PTPRN2
RAB17
RARA
RARB
RASAL3
RASEF
RBFOX1
RBFOX3
RECS8
RGR
RGS12
RHOH
RLTPR
RNF207
RNF220
RNF39
RSPH9
RTL1
S100A1
S100A4

SALL4
SATB2-AS1
SBF1P1
SDPR
SEC31B
SERHL
SFRP1
SFRP2
SFTA3
SGIP1
SHE
Sim1
SIM2
SIX6
SKOR1
SLAMF1
SLC12A8
SLC17A7
SLC24A5
SLC25A2
SLC26A10
SLC27A3
SLC38A4
SLC43A3
SLC7A4
SLC7A8
SLFN13
SLITRK3
SNAR-B1
SNAR-B2

SNORD115-10
SNORD115-41

SNORD123
SNORD1A
SNX31
SOX1
SOX10
SOX2
SOX2-0T
SP9
SPAG6
SPINT2
SPN
SPON2
SPP1
STAP2
SYN2
SYNC
TAGLN

TAL1
TBC1D10C
TBC1D16
TBR1
TBX1
TBX15
TBX5
TCTEX1D1
TEKT3
TENC1
TFAP2A
TFPI2
THBD
TIMP4
TKTL2
TLX1
TLX1NB
TLX2
TLX3
TM4SF19
TMEM196
TMEM204
TMPRSS5
TP53INP1
TPO
TRAF3IP3
TRERF1
TRIL
TRIM2
TRIM59
TRIM63
TRPM1
TSPAN19
TSSK3
TTC22
TUBA3FP
TWIST1
TWIST2
TXNRD1
UCN
UCP1
UNCS5D
UPB1
UPK3A
VAX1
VSX1
WDFY4
WNK4
WRAP73

ZICc1

ZIC4

ZIC5
ZNF154
ZNF192P1
ZNF300P1
ZNF35
ZNF385A
ZNF418
ZNF577
ZNF814
ZNF876P
ZNRD1-AS1



